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2 • Einleitung  |
Die Architektur einer Pflanze wird im Wesentlichen durch die Anordnung der Blätter und die Anzahl und
den Grad des Auswachsens ihrer Seitentriebe bestimmt. Während der Embryogenese werden die primä-
ren Meristeme, das Sprossapikalmeristem (SAM) und das Wurzelapikalmeristem (RAM), der Pflanze ange-
legt. Aus dem Wurzelapikalmeristem geht das gesamte Wurzelsystem der Pflanze hervor und das Spross-
apikalmeristem bildet alle oberirdischen Teile der Pflanze. In der postembryonalen Entwicklung produ-
ziert das SAM entlang des Sprosses Blätter. In den Achseln der Blattprimordien kommt es zur Anlage
neuer Meristeme, den so genannten Lateralmeristemen. Diese Lateralmeristeme entwickeln sich zu Sei-
tentriebknospen, die später zu Seitentrieben auswachsen.
2.1 • Etablierung und Aufrechterhaltung des Sprossapikalmeristems
Nur durch eine kontinuierliche Aktivität des
SAM ist die Bildung aller oberirdischen Pflanzen-
teile gewährleistet. Daher muss zunächst die Eta-
blierung und später die Aufrechterhaltung des
SAM reguliert werden. Mutanten, die Defekte in
der Initiation des SAM aufwiesen, führten zur
Identifizierung von Genen, die an diesem Entwick-
lungsschritt beteiligt sind. In Mais ist die gain-of-
function Mutante knotted1 (kn1) beschrieben, die
ektopische Meristeme auf ihren Blattoberseiten
aufweist (Vollbrecht et al., 1991). Von diesem Gen
leitet sich eine ganze Proteinfamilie, die KNOX-
Transkriptionsfaktorfamilie (knotted1-like homeo-
box-containing), ab. In Arabidopsis zählen das
SHOOT MERISTEMLESS-Gen (STM) und die KNAT1-
und KNAT2-Gene (Knotted-like from Arabidopsis
thaliana) zu dieser Familie. In der stm1-Mutante
wird während der Embryogenese kein funktionel-
les Meristem etabliert (Barton und Poethig, 1993;
Clark et al., 1996; Endrizzi et al., 1996). In der
stm2-Mutante wird das SAM zwar angelegt, ist
aber nur kurzfristig aktiv. Somit ist STM bei der
Etablierung und Aufrechterhaltung des Meristems
von Bedeutung. Eine Überexpression des KNAT1-
Gens führt wie die gain-of-function Mutante kn1
zu einer Bildung von ektopischen Meristemen auf
der adaxialen Seite der Blätter (Chuck et al., 1996).
STM wird im Meristem und in den interprimordia-
len Bereichen exprimiert (Long und Barton, 2000;
Grbic et al., 2000). Es konnte gezeigt werden, dass
es die Expression der Gene inhibiert, die in der
Differenzierung von lateralen Organen eine Rolle
spielen. ASYMMETRIC LEAVES1 wird im Meristem
durch STM reprimiert (Byrne et al., 2000). In Blatt-
primordien wiederum werden die KNOX-Gene
KNAT1 und KNAT2, nicht aber STM durch AS1
reprimiert (Byrne et al., 2000; Ori et al., 2000). 
Neben knotted-like Genen ist auch der Einfluss
einer zweiten Genfamilie auf die Etablierung des
SAM gezeigt worden. Die Gene CUP-SHAPED-
COTYLEDON 1 und 2 (CUC1 und CUC2) gehören
zur Familie der NAC-Domänen-Proteine. Die Dop-
pelmutante cuc1;cuc2 zeichnet sich durch ein
fehlendes SAM aus. Die Keimblätter der Doppel-
mutante sind fusioniert und bilden eine becher-
förmige Struktur (Aida et al., 1997). Demgegen-
über führt eine Überexpression des CUC1-Gens zur
Bildung von zusätzlichen Seitentrieben aus den
Achseln der Keimblätter (Takada et al., 2001). 
Die Aufrechterhaltung eines funktionellen SAM
wird durch die Gene WUSCHEL (WUS), CLAVATA1
(CLV1), CLAVATA2 (CLV2) und CLAVATA3 (CLV3)
reguliert. Das WUS-Gen kodiert für einen Homöo-
domänen-Transkriptionsfaktor. Bei CLV1 handelt
es sich um eine Leucin-Rich-Repeat (LRR)-Rezep-
torkinase (Clark et al., 1993) und bei CLV2 um das
entsprechende Rezeptorprotein (Jeong et al.,
1999). Zusammen bilden sie einen Rezeptorkom-
plex, bei dem CLV3 für einen putativen Liganden
dieses Komplexes kodiert (Fletcher et al., 1999).
Die Gene werden in verschiedenen Schichten der
zentralen Zone des SAM exprimiert und führen
aufgrund ihrer antagonistischen Wirkungsweise zu
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einer konstant bleibenden Stammzellpopulation
in der zentralen Zone des Meristems. Dabei wer-
den die Teilungsrate der Stammzellen und die
Anzahl der Zellen, die in die periphere Zone abge-
geben werden, von wenigen Genen reguliert. WUS
wird im SAM in wenigen Zellen der L3-Schicht
exprimiert. In der wus-1-Mutante wird kein primä-
res SAM angelegt. Die Pflanze wächst aber weiter,
da sie Adventiv-Meristeme bildet, die in der Lage
sind, wenige Blattprimordien anzulegen bevor sie
terminieren. Es bilden sich erneut Adventiv-Meri-
steme, die wiederum nur kurzzeitig aktiv sind.
Ursache für diesen „wuscheligen“-Phänotyp ist
eine kleinere Anzahl an Stammzellen im SAM. Das
Meristem „braucht sich auf“ (Laux et al., 1996).
Die Größe der Stammzellpopulation wird zudem
durch die CLAVATA-Gene bestimmt. Während WUS
das Stammzellschicksal positiv beeinflusst, wirken
CLV1-3 negativ (Brand et al., 2000; Schoof et al.,
2000). Im Gegensatz zu der wus-1 Mutante besit-
zen clv1, clv2 und clv3-Mutanten eine vergrößerte
Stammzellpopulation. Die drei Gene werden
innerhalb der zentralen Zone oberhalb der WUS-
Domäne exprimiert und es wird vermutet, dass
das Rezeptormolekül CLV3 von den Stammzellen
sekretiert wird (Fletcher et al., 1999; Rojo et al.,
2002) und über den CLV1/CLV2 Rezeptorkomplex
die WUS-Expression reprimiert. Dadurch wird eine
konstante Anzahl von Stammzellen in der zentra-
len Zone gewährleistet. 
2.2 • Organisation von Lateralmeristemen
In der postembryonalen Entwicklung entste-
hen in den Achseln der Blätter sekundäre Meriste-
me. Zur Entstehung dieser Lateralmeristeme gibt
es zwei Hypothesen.
Die These der „de novo meristem“ Initiierung
geht davon aus, dass in den Blattachseln bereits
differenzierte Zellen wieder zu pluripotenten
meristematischen Zellen umprogrammiert wer-
den (Snow und Snow, 1942; Napoli et al., 1999).
Die Hypothese des „detached meristems“
beschreibt, dass während der vegetativen Wachs-
tumsphase Zellen vom SAM abgegliedert und in
den Blattachseln deponiert werden. Diese Zellen
behalten ihren meristematischen Charakter (Stee-
ves und Sussex, 1989) bei. 
Um zu klären, welche der beiden Hypothesen
zutrifft, wurde die Expression des STM-Gens in den
Achselmeristemen als molekularer Marker
benutzt. STM wird in den Achseln aller vom SAM
angelegten Blätter bis zum Zeitpunkt der Kno-
spenbildung exprimiert (Long und Barton, 2000;
Grbic und Bleecker, 2000). Die STM-Expressionsdo-
mäne verändert sich, unmittelbar bevor das
Lateralmeristem morphologisch erkennbar wird,
von einer zunächst langgestreckten Domäne ent-
lang der Achsel zu einer auf die Mitte der Achsel
zentrierten Region (Long und Barton, 2000).
Neben der STM-Expression unterstützt auch das
Expressionsmuster des LATERAL SUPPRESSOR-Gens
(LAS) die detached meristem-Hypothese, da das
LAS-Transkript in den Achseln aller vom SAM
angelegten Blattprimordien akkumuliert. In der
vegetativen Phase kann es in den Achseln der
Blattprimordien P1 bis P21 detektieren werden.
(Greb et al., 2003). Die LAS-Expression wird schwä-
cher, sobald sich die STM-Expression auf das Zen-
trum der Blattachsel fokussiert. LAS kann somit
als molekularer Marker von Zellen, aus denen
Lateralmeristeme entstehen, gesehen werden. 
Neben der zur GRAS-Familie gehörenden LAS-
Mutante sind eine Reihe weiterer Mutanten
bekannt, bei denen die Initiation der Lateralmeri-
steme gestört ist. Die revoluta-Mutante zeichnet
sich neben Defekten in der Leitbündelbildung
unter anderem auch durch fehlende Meristeme in
den Blattachseln aus (Talbert et al., 1995). Das
REVOLUTA-Gen (REV) gehört zur Transkriptionsfak-
torfamilie der HD-ZIP-Gene. Es wird in den Leit-
bündeln, im SAM und in den Achselmeristemen
...
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exprimiert (Otsuga et al., 2001). Die Expression in
den Blattachseln setzt kurz vor der Initiation der
Meristeme ein und ist in der las-4-Mutante in den
Achseln der Rosettenblätter nicht nachweisbar.
REV wirkt später als LAS bei der Initiation von
Lateralmeristemen (Greb et al., 2003). 
In Tomate ist die blind-Mutante beschrieben,
die einen Defekt in der Anlage von Lateralmeriste-
men in der vegetativen als auch in der reproduk-
tiven Phase aufweist (Schmitz et al., 2002). Blind
gehört zu der Familie der R2R3-MYB-Gene. Eine
Subgruppe von sechs Genen in Arabidopsis reprä-
sentieren homologe Gene zu Blind. In der
myb37;myb38;myb84-Tripelmutante werden keine
Lateralmeristeme angelegt und eine STM-Expres-
sion ist nicht nachweisbar. Die Funktion der ein-
zelnen Gene ist zum einen redundant und zum
anderen komplementär und führt zu einer Feinre-
gulierung der Seitentriebinitiation entlang der
Sprossachse (Müller, 2005).
Eine vierte Genfamilie, die bei der Initiation
von Lateralmeristemen eine Rolle spielt, ist die
bHLH-Transkriptionsfaktorfamilie. In Reis ist die
so genannte lax panicle-Mutante (lax) beschrie-
ben, die ein reduziertes Verzweigungsmuster auf-
weist (Komatsu et al., 2003). In Mais führt ein
Defekt im orthologen Gen barren stalk1 zu einer
Unterdrückung aller Achselmeristeme (Gallavotti
et al., 2004). Die Expression der beiden bHLH-
Gene liegt im Bereich zwischen dem SAM und
dem zukünftigen Blattprimordium 
(Komatsu et al., 2003; Gallavotti et al., 2004).
2.3 • Die lateral suppressor-Mutante
Das LATERAL SUPPRESSOR Gen wurde zuerst
aus Tomate isoliert (Schumacher et al., 1999). In
der lateral suppressor-Mutante (ls) werden keine
Lateralmeristeme in den Achseln der vegetativen
Blätter angelegt. Neben dem Seitentrieb-Phänotyp
weist die ls-Mutante zusätzliche Defekte in der
reproduktiven Phase auf. In der Mutante werden
keine Petalen angelegt (Williams, 1960) und
zudem zeigt die Pflanze eine verminderte Ferti-
lität (Groot et al., 1994). In der lateral suppressor-4-
Mutante (las-4) aus Arabidopsis ist in den Achseln
von Rosettenblättern die Initiation von Lateralme-
ristemen unterdrückt (Greb et al., 2003). Dagegen
werden während der reproduktiven Phase Seiten-
triebe in den Achseln der Stängelblätter angelegt.
Es ist möglich, die ls-Mutante der Tomaten mit
einem genomischen Fragment, welches das offe-
ne Leseraster und regulatorische Elemente des
Arabidopsis LAS-Gens umfasst, zu komplementie-
ren (Greb et al., 2003). In Reis ist eine Mutation im
orthologen Gen MONOCULM1 (MOC1; Li et al.,
2003) beschreiben. In der moc1-Mutante ist die
Anlage der vegetativen Triebe unterdrückt. Die
Funktion ist somit zwischen monokotylen und
dikotylen Pflanzen konserviert.
Bei Komplementations- und GUS-Expressions-
analysen des Ls-Gens in Tomate konnte gezeigt
werden, dass sich im 3’-Bereich des Gens ein wich-
tiges regulatorisches Element befindet. Thomas
Schmitt zeigte in seiner Doktorarbeit (Schmitt,
1999), dass ein ca. 1,8 kb großes 3’-Element not-
wendig ist, um eine spezifische GUS-Expression zu
erhalten. Konstrukte, denen dieser Bereich fehlt,
zeigen eine weniger spezifische Expression.
Zudem ist der genannte 3’-Bereich für eine voll-
ständige Komplementation des ls-Phänotyps
nötig. Hierbei ist die Insertionsstelle bzw. die
Orientierung des Fragments relativ zum offenen
Leseraster unerheblich. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass sich innerhalb dieser Sequenz ein
regulatorisches Element befindet, das für die spe-
zifische Expression des Ls-Gens von Bedeutung ist.
Mikro-Kolinearitäts-Untersuchungen zwischen den
LATERAL SUPPRESSOR-Genen von Arabidopsis,
Tomate und Capsella rubella ergaben, dass die
...
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Abfolge der Gene in unmittelbarer Nachbarschaft
zu LAS in allen drei Spezies gleich ist. In Tomate
ist die Orientierung des Ls-Gens invertiert. Wahr-
scheinlich ist dies das Produkt einer Genduplika-
tion mit anschließendem Verlust der Genkopie,
die die ursprüngliche Orientierung besaß (Ross-
berg et al., 2001). 
Das LATERAL SUPPRESSOR-Gen ist ein Mitglied
der GRAS-Genfamilie. Die zu dieser Familie gehö-
renden Proteine werden als putative Transkrip-
tionsfaktoren diskutiert (Pysh et al., 1999). Eine
größere Anzahl der Proteine weist ein Kernlokali-
sierungssignal auf (z.B. MOC1, REPRESSOR OF
GAI-3 (RGA), OsGAI, RGL1, SCARECROW (SCR) und
SHORTROOT (SHR); Li et al., 2003; Silverstone et
al., 1998; Itoh et al., 2002; Nakajima et al., 2001;
Morohashi et al., 2003). Es wurde noch für kein
GRAS-Protein eine DNA-Bindung nachgewiesen.
GRAS-Gene werden im Pflanzenreich für grundle-
gende Entwicklungsprozesse benötigt. Die Analyse
verschiedener GRAS-Gene legt die Vermutung
nahe, dass sie eine Funktion bei der Differenzie-
rung von Zellen haben. Mutationen in der DELLA-
Domäne des RGA- und GAI-Gens führen zu einem
Zwergen-Phänotyp, da die Pflanzen insensitiv für
das Phytohormon Gibberelinsäure (GA) sind (Di
Laurenzio et al., 1996; Silverstone et al., 1998).
RGA und GAI beeinflussen indirekt die Zelldiffe-
renzierung, indem sie die Signaltransduktion von
GA modulieren (Silverstone et al., 1998; Bolle,
2004). Ein gegenteiliger Phänotyp tritt in der slen-
der rice-Mutante (slr) in Reis auf, der auf einer
konstitutiven Antwort auf GA beruht (Itoh et al.,
2005). In der Wurzel spielen die GRAS-Gene SCR
und SHR eine wichtige Rolle bei der radiären
Musterbildung (Di Laurenzio et al., 1996; Helariut-
ta et al., 2000). SHR wirkt nicht zellautonom, son-
dern wandert aus den Zellen des Perizykels in den
Zellkern der Endodermiszellen (Nakajima et al.,
2001; Gallagher et al., 2004). In Petunie ist ein
weiteres GRAS-Gen beschrieben, das ebenso wie
SCR nicht zellautonom wirkt. Das HAIRY MERI-
STEM-Gen (HAM) schützt das SAM vor der Differen-
zierung (Stuurman et al., 2002). In ham-Mutanten
terminiert das SAM und bildet eine differenzierte
Epidermis mit Trichomen. 
...
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Abb. 2.3_I |
Phänotypische Charakterisierung der las-4-Mutante. 
In ‘A)’ und ‘B)’ sind die Verzweigungsmuster einer Wildtyppflanze und der las-4-Mutante schematisch dargestellt.
Nahaufnahme der Blattrosette einer Wildtyppflanze (Columbia, ‘C)’) und einer las-4-Pflanze ‘D)’. 
A) B) C)
D)
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Die Expression des LAS-Gens ist für bestimmte
Entwicklungsstadien der Pflanze beschrieben
(Greb et al., 2003). Jedoch ist nicht bekannt, wie
diese spezifische Expression reguliert wird. Die
Expression eines Gens kann durch viele Prozesse
wie z.B. transkriptionelle Regulation, DNA-Methy-
lierung, Chromatin-Modellierung oder RNA-Pro-
zessierung reguliert werden. Für mehrere Mitglie-
der der GRAS-Genfamilie konnte eine Regulierung
durch microRNAs nachgewiesen werden (Rhoades
et al., 2002; Llave et al., 2002). In dieser Arbeit soll
untersucht werden, wie die transkriptionelle
Regulation des LATERAL SUPPRESSOR Gens Einfluss
auf die Expression nimmt.
Die Transkription wird durch die Bindung von
Proteinen an die DNA reguliert. Diese Proteine
lassen sich in funktionale Gruppen unterteilen.
Der basale Transkriptionsapparat ist für die Initia-
tion der Transkription verantwortlich. Die Cofakto-
ren interagieren dabei mit den sequenzspezifi-
schen Transkriptionsfaktoren und modulieren
deren DNA-Bindung. Die Chromatin-Remodellie-
rungsfaktoren können die Histone kovalent modi-
fizieren und die Chromatinstruktur reorganisieren,
so dass die Gene für die Transkription zugänglich
werden. Als Transkriptionsfaktoren werden Protei-
ne definiert, die über ihre DNA-bindende Domäne
an konservierte DNA-Sequenzen von meist 5 bis
20 nt Länge (Rombauts et al., 2003) binden kön-
nen und in der Lage sind die Transkription zu
aktivieren oder zu reprimieren. Bei etwa 5 % der
Gene des Arabidopsis-Genoms handelt es sich um
Transkriptionsfaktoren (Riechmann et al., 2000),
die aufgrund ihrer unterschiedlichen DNA-Bin-
dungsdomänen in verschiedene Familien unter-
teilt werden können. Sie sind dafür verantwort-
lich, dass ein Gen gewebe-, zelltyp- oder zeitab-
hängig exprimiert wird. Der Promotor wird bei
dieser Betrachtung in regulatorische Bereiche auf-
geteilt, welche die Expression spezifizieren. Die
regulatorischen Elemente können dabei sowohl
im 5’-Bereich, im 3’-Bereich als auch in den
Introns der Gene liegen. Für die korrekte Expres-
sion eines Gens sind verschiedene cis-regulatori-
sche Elemente innerhalb eines Promotors nötig
(Davidson, 2001). Nach Arnone und Davidson sind
diese cis-regulatorischen Elemente in so genann-
ten Modulen organisiert. Dabei besitzt jedes
Modul mehrere Bindestellen für Transkriptions-
faktoren und ist für eine regulatorische Funktion
innerhalb der gesamten Regulation des Gens ver-
antwortlich. Bindestellen für einen bestimmten
Transkriptionsfaktor können innerhalb eines
Moduls mehrmals auftreten. Die Bindung von
mindestens zwei oder mehr Aktivatoren innerhalb
eines Moduls zur Aktivierung des Gens wird disku-
tiert. Jedoch soll die Bindung jedes einzelnen Fak-
tors schon einen gewissen Einfluss auf die Aktivie-
rung haben und eine Repression eines Gens wird
durch die Bindung von Inhibitoren innerhalb
eines Moduls erklärt (Howard und Davidson,
2004). Die spezifische Expression eines Gens wird
durch die Bindung von Multi-Protein-Komplexen
an die DNA reguliert. Innerhalb dieser Komplexe
spielen daher neben Protein-DNA- auch Protein-
Protein-Interaktionen eine Rolle bei der Regula-
tion der Expression. In A. thaliana ist eine Reihe
von Protein-Protein-Interaktionen verschiedener
Transkriptionsfaktoren beschrieben wie z.B. für
die oben beschriebenen MYB- und bHLH-Trans-
kriptionsfaktoren, die eine Rolle bei der Trichom-
und Wurzelhaarentwicklung spielen. 
...
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Ziel der Arbeit war die Charakterisierung der
regulatorischen Bereiche des LATERAL SUPPRES-
SOR Gens aus A. thaliana. 
Zunächst wurden notwendige regulatorische
Bereiche des Gens durch Komplementations-Ana-
lysen identifiziert. Die daraus gewonnenen Ergeb-
nisse wurden durch GUS-Reporter-Analysen
ergänzt. Experimente, in denen Regionen deletiert
wurden, dienten dem in vivo Test von cis-regulato-
rischen Elementen innerhalb der regulatorischen
Bereiche. In ersten Protein-DNA-Interaktionsstu-
dien wurden verschiedene Transkriptionsfaktoren
als mögliche Regulatoren von LAS identifiziert. In
einer genetischen Untersuchung wurde ein Kandi-
dat als möglicher Transkriptionsfaktor des LAS-
Gens getestet. Funktionale Homologie der regula-
torischen Bereiche zwischen A. thaliana und
Tomate wurde durch Promotoraustausch-Experi-
mente untersucht. 
Zudem wurden LAS-homologe Gene aus Gerste
isoliert. Es galt zu klären, ob die uniculm-Mutan-
ten (Kirby, 1973) mit einem Gersten LAS-Gen
kosegregieren.
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2.5 • Zielsetzung
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3 • Material | 3.1 • Allgemeines
Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien
wurden von gängigen Chemikalienhändlern bezo-
gen und weisen den Reinheitsgrad pro analysis
(p.a.) auf. Alle Medien, Puffer und wässrigen
Lösungen wurden mit hochreinem Milli-Q-Wasser
(Millipore Waters GmbH, Neu-Isenburg) angesetzt.
Das Wasser weist die Qualität auqa bidestillata auf
und wird ab jetzt nur noch H2O genannt. Wenn
möglich wurden die Lösungen für 20 min bei
121°C autoklaviert.  
 
3 • Material | 3.2 • Organismen
3.2.1 • Bakterien
Für das Hefe-Ein-Hybrid-System wurden Hefestämme gegensätzlichen Konjugationstyps verwendet,
von denen jeder eines der jeweiligen Plasmide beinhaltet. Das Verschmelzen der unterschiedlichen
Hefestämme resultiert in der Entstehung einer doppelt transformierten Zygote. 
Y187 MATalpha ura3-52 his3-200 ade2-101 trp1-901 leu2-3, 112 gal4D gal80D met- (unstabil) 
URA3::GAL1UAS-GAL1TATA-lacZ MEL1 (Harper et al., 1993)
AH109 MATa trp1-901 leu2-3, 112 ura3-52 his3-200 gal4D gal80D LYS2::GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3 
GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2 URA3::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ MEL1
Derivat des Hefestamms PJ69-2A (James et al., 1996)
PJ69-4A MATa trp1-901 leu2-3, 112 ura3-52 his3-200 gal4D gal80D LYS2::GAL1 -HIS3 GAL2-ADE2 
met2::GAL7-lacZ (James et al., 1996)
PJ69-4alpha MATalpha ura3-52 his3-200 ade2-101 trp1-901 leu2-3, 112 gal4D gal80D met-URA3::GAL1UAS-
GAL1TATA-lacZ MEL1 (Harper et al., 1993)
Die Eigenschaft der Stämme, für unterschiedliche Nährstoffe (Aminosäuren) auxotroph zu sein, wird für
die Selektion der Hefen genutzt. Y187 ist auxotroph für Tryptophan, Leucin, Histidin und Adenin. AH109
und PJ69-4A können hingegen nicht ohne den Zusatz von Tryptophan, Leucin und Histidin wachsen. Die
Uracil- und Leucin-Marker wurden als Transformationsmarker verwendet. Als Marker für die Interaktion
mit den regulatorischen Elementen diente das HIS3-Reportergen. 
3.2.2 • Hefen
Zur Klonierung von in Vektoren ligierten Fragmenten wurden kompetente Zellen (Hanahan, 1983)
oder elektrokompetente Zellen der Firma Invitrogen transformiert. 
Folgende Escherichia coli-Stämme (E. coli) sind in den Experimenten verwendet worden.
DH5alpha F- end A1 hsdR17 (rk-, mk+) gyrA96 relA1 supE44 L- recA1 80dlacZM15 D (lacZY AargF) U196
DB3.1 F- gyrA462 endA1 D(sr1-recA) mcrB mrr hsdS20(rB-, mB-) supE44 ara-14 galK2 lacY1 proA2 
rspL20(Smr) xyl-5 l- leu mtl-1
Als Wirt für Lambda-Phagen diente der Bakterienstamm K803.
Zur Pflanzen-Transformation wurde Agrobacterium tumefaciens verwendet.
GV3101: Virulenz Plasmid: pMP90 (Koncz und Schell, 1986) 
Selektionsmarker: Rifampicin, Gentamycin und Kanamycin
LBA4404: Virulenz Plasmid: pMP90 (Koncz und Schell, 1986)
Selektionsmarker: Rifampicin, Streptomycin und Kanamycin
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3.2.3.1 Arabidopsis thaliana
Es wurde Saatgut der Wildtyppflanze und der Mutante lateral suppressor von Arabidopsis thaliana Heynh
(A. thaliana) vom Ökotyp Columbia (Col-0) verwendet. Alle Analysen wurden an dem las-4 Allel durchgeführt,
das eine Deletion von 20 bp an Position 365 des offenen Leserasters trägt (Greb et al., 2003).
T-DNA-Insertionslinien wurden vom Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC) oder von GABI-Kat
(Genomanalyse im biologischen System Pflanze) bezogen. 
3.2.3 • Pflanzen
Linie NASC Accession genetischer Vektor Position der  
Hintergrund T-DNA-Insertion
SALK 071476 N571476 Columbia pROK2 1786 bp vor ATG
SALK 043951 N543951 Columbia pROK2       1132 bp vor ATG 
SALK 004471 N504471 Columbia pROK2       1049 bp vor ATG
SALK 050981 N550981 Columbia pROK2       951 bp vor ATG
SALK 050989 N550989 Columbia pROK2       879 bp vor ATG
SALK 040683 N540683 Columbia pROK2       696 bp vor ATG
SALK 070780 N570780 Columbia pROK2       519 bp vor ATG
GABI-KAT 670E07 Columbia pAC161 805 bp vor  ATG
GABI-KAT 736D03 Columbia pGABI1 611 bp vor ATG
GABI-KAT 559C07 Columbia pAC161 118 bp vor ATG
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3.2.3.2 Gerste (Hordeum vulgaris)
Samenkörner der Kultivare Proctor und Nudinka und einer Reihe von Mutanten wurden von 
Professor Salamini zur Verfügung gestellt. 
Symbol Name1 Accession2
Proctor G 1001 P
Nudinka G 1019 T
cul1 / unc uniculm G 163 I bzw. G 163 L 
cul2 / uc 2 uniculm 2 G 162 CC bzw. G 162 U
cul3 uniculm 3 G 157 P
cul5 uniculm 5 G 158 R bzw. G 158  T
cul15 uniculm 15 G 159 J bzw. G 159 M
cul16 uniculm 16 G 160 M bzw. G 160 R
cul19 uniculm 19 G 161 G
lnt low(er) number of tillers G 125 J bzw. G125 P
1 Nomenklatur nach Castiglioni et al. (1998)
2 MPI-Kategorisierung
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3.2.3.3 Reis (Oryza sativa)
Samenkörner des Kultivars Nippon bare wurden von Professor Steinbiß zur Verfügung gestellt. 
Dr. Jenes stellte Samen der Sorte Taipai309 zur Verfügung. 
3.2.3.4 Tomate (Lycopersicum esculentum)
Samen verschiedener Tomatenlinien wurden vom Tomato Genetics Stock Center, Davis, USA, bezogen.
Accession Mutante Ökotyp
LA3033 jointless, self-prunning Gardener
LA3023 jointless Fireball
LA0315 jointless-2 Pearson
LA0013 - Pearson
LA3024 - Fireball
Samen der Wildtypline Moneymaker und der Mutante lateral suppressor (ls, Hintergrund Antimold B;
Williams, 1960) wurden für Kreuzungen mit der jointless-Mutante ausgesät.
3 • Material | 3.3 • Vektoren
Zur Klonierung und Vermehrung von DNA-Fragmenten in E. coli wurden folgende Vektoren verwendet:
pGEM3Z+ Vektor zur Klonierung von BAC-Subklonen, um diese anschließend zu sequenzieren.
pGEM4Z + Vektor zur Klonierung von DNA-Fragmenten und von BAC- und Phagen-Subklonen, um 
diese anschließend zu sequenzieren.
pGEM7Z+ Vektor zur Klonierung von BAC-Subklonen, um diese anschließend zu sequenzieren.
pGEM11Z+ Vektor zur Klonierung von Phagen-Subklonen, um diese anschließend zu sequenzieren.
pGEM®-T Vektor zu Klonierung von PCR-Produkten. 
Promega Corporatin, Madison, USA
pDONR201 Vektor zur Klonierung von DNA-Fragmenten zur Verwendung im Gateway-System.
pACT-attR Vektor zur Klonierung von Transkriptionsfaktoren zur Verwendung im Gateway-System.
Invitrogen, Gaithersburg, USA
Für die Integration des Ziel-Reporter-Konstruktes in das Hefegenom wurden zwei verschiedene 
Vektoren verwendet:
pHISi: Hefe-Integrations- und Reporter-Vektor für den Gebrauch des MATCHMAKER One-hybrid-
Systems. 
Putative cis-regulatorische Elemente wurden über die singuläre Restriktionsschnittstellen 
EcoRI und XbaI bzw. MluI und XbaI integriert.
Dieser Vektor enthält das Hefe URA3 Gen, das als weiterer Selektionsmarker verwendet 
werden kann.
pHISi-1: Hefe-Integrations- und Reporter-Vektor für den Gebrauch des MATCHMAKER One-hybrid-
Systems. 
Putative cis-regulatorische Elemente wurden über die singuläre Restriktionsschnittstellen 
EcoRI und XbaI bzw. MluI und XbaI integriert.
Beide Vektoren dienen der stabilen Integration der putativen Regulatorsequenz in das Hefegenom.
Die benötigte 3-Aminotriazol Konzentration (3-AT) zur Unterdrückung der HIS3-Hintergrundexpression
bei gleichem cis-regulatorischen Element zwischen den Vektoren kann stark variieren. Es wurde jeweils
die Hefe gewählt, die die geringere Konzentration an 3-AT benötigte, um das Hintergrundwachstum zu
unterdrücken. 
3.3.1 • E. coli-Vektoren
3.2.2 • Hefe-Vektoren
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Zur Transformation von Arabidopsis-Pflanzen wurde zunächst der Vektor pGII0229 mit dem Helferplas-
mid pSoup (Hellens et al., 2000) verwendet. Da die Transformationsrate allerdings sehr gering war, wurde
später ausschließlich der Vektor pGPTV-Bar-AscI (GUS carrying binary plant transformation vectors; Über-
lacker et. al (1996)) verwendet.
3.3.3 • Pflanzen-Vektoren
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DNA-Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen, Gaithersburg,, USA bezogen. Sie fanden ihre
Verwendung in der Sequenzierung oder Polymerasekettenreaktion.
Name 1 Sequenz (5’à3’) Länge
MOC1--146F ccc tat taa acc cgc cctc 19 nt
MOC1-34F gac acg gat aac aac agc g 20 nt
MOC1-39R gcc acc gct gtt gtt atc 18 nt
MOC 1-648F tcc acc tcc cct tcc act tc 20 nt
MOC 1-774F agt ttc acc cgg acg aga cg 20 nt
MOC 1-800R gca aga aca tga cgc agt tca c 22 nt
MOC 1-859R tgt gca aga aca tga cgc ag 20 nt
MOC 1-976R tca tgt tct tgc aca acc tgg c 20 nt
MOC 1-1344R acg ctg aga cgg aga gca g 19 nt
MOC 1-1480R atg cta act aga gat cga gta gcc 24 nt
Tab. 3.4_I  |
MOC1-Oligonukleotide für die Amplifikation des ersten LAS homologen Gens aus Gerste. 
1 Die Primer-Namen geben, neben dem Gen (OsLs1 entspricht MOC1), die Position des 5’-Bereiches des Oligonukleotids ausgehend vom
Startcodon an.
Name Sequenz (5’à3’) Position2 Länge
AE15-1F  TGT TCT TGC ACA AGC TCG GCG G 8 22 nt
AE15-4R  GGC CAC ACC GAC ACG GCG 162 18 nt
Tab. 3.4_II  |
HvLs1-Oligonukleotide für die Amplifikation einer Sonde für den Screen einer Phagen-Bank.
2 Die Position bezieht sich auf des 5’-Ende des Oligonukleotids auf dem 186 nt langem AE15 Fragment.
Name Sequenz (5’à3’) Länge
forward CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAG 25 nt
reverse CACACAGGAAACAGCTATGACCATG 25 nt
Tab. 3.4_III  |
Häufig verwendete Oligonukleotide zur Überprüfung von Klonierungsschritten.
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Name Sequenz (5’à3’) Position3 Länge
HvLs1-5UTR-f266 ACG GAG GGA GTA CAA ACG AGA G 266  22 nt
HvLs1-5UTR-r1030 TGT GTG AGT GGA GTG AGA GGT G 1030  22 nt
HvLs1-3UTR-f2799 TTG TCA TTG GCT GCC CAG TTC  2799  21 nt
HvLs1-3UTR-r3882 TCC CAA GGC AAT GGA GAG AGA G 3882  22 nt
HvLs1-SNP-1f GTG TTT ACT AAT ATG CCG TAT CA 23 nt
HvLs1-SNP-1r CCA TGA TTT TGT TTG AGG GG 20 nt
Tab. 3.4_IV  |
Primer für die Amplifikation von PCR-Produkten über die SNPs im 5’- und 3’-Bereich.
3 Die Position bezieht sich auf 4251 nt Gesamtsequenz des HvLs1-Gens und Umgebung (ORF: 1243 – 2523).
Name Sequenz (5’à3’) Position Länge
Os7-304F   CTC GCC CAC CAC TTC GCC 304     18 nt
Os7-399F GGC GTA CCT GGC GTA CAT C 399  19 nt
Os7-412F  TAC ATC AAG ATC GCG CCG TTC C 412  22 nt
Os7-716F TCA ACC TCC CCT TCC GCT TC 716 20 nt
Os7-1068R ATC TCC TGC TCC ACC GCC 1068   18 nt
Tab. 3.4_V  |
Os7-Oligonukleotide für die Amplifikation des zweiten LAS homologen Gens aus Gerste.
Name Sequenz (5’à3’) Position Länge
AE27HybF2 GCT GCA CCC GGA CGA GAC   60  18 nt
AE27HybR2 TCA CCA CAG CGG GGT TCA TC 178  20 nt
Tab. 3.4_VI  |
HvLs2-Oligonukleotide für die Amplifikation einer Sonde für die Durchmusterung einer Phagen-Bank.
Name Sequenz (5’à3’) Position Länge
HvLs1-ATG ATG ATC GGC TCA CTC CAC TCT 1         21 nt
HvLs1-TAG  CTA CTG CCA CGC CGA CAC 1281   18 nt
HvLs2-ATG ATG CTA CTC TGT GCA GAG C 1 19 nt   
HvLs2-TAG CTA TGG CTG CGG CTG CCA C 1341   19 nt
Tab. 3.4_VII  |
Oligonukleotide, die das offene Leseraster von HvLs1 bzw. HvLs2 abdecken und für die PCR auf Mutanten-DNA vorgesehen sind.
3 • Material | 3.4 • DNA-Oligonukleotide
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Name Sequenz (5’à3’) Zielsequenz  Länge
LAS-5UTR-1.2f cgc GGATCC aat tca ttt ttc tac gtt cct c -58 31 nt
LAS-5UTR-2.2f cgc GGATCC gaa aaa aat ggt gtg tga aaa g  671     31 nt
LAS-5UTR-3.2f cgc GGATCC gta aac tac aag tgt ctt tct c  1269 31 nt
LAS-5UTR-4.2f cgc GGATCC gga gca aaa tcc caa aaa g 1968 28 nt
LAS-5UTR-5.2f cgc GGATC caa aaa ttg ttt tgg tat ttg g 2583 30 nt
LAS-5UTR-6.2f cgc GGATC cgg cat cag aat ctc aac 3210 26 nt
LAS-ORF-3r CTA AAG AGT CAG CGA ACC 7821  18 nt
AtLs4985R cat GCGGCCGC tcg cag aga tca tcc tct aaa c 3649 33 nt
AtLs5652R cat GCGGCCGC ttt cat tac ctg ttt ctt ccc c 4316  33 nt
AtLs6068R cat GCGGCCGC atg aga agg atc gga tct aaa tc 4732 34 nt
AtLs6711R cat GCGGCCGC tgt gtc gaa gag agc atg ag  5375  31 nt
AtLs7125R cat GCGGCCGC aaa cca gag tct tgt ctt ctc c    5789 33 nt
AtLs7624R cat GCGGCCGC aca acg cca ctg aag aac 6288 29 nt
T-DNA- CGT ATA ATC TAT ATT TCT GCA TTC ACA 92 nt
Insertionsite1 CGT CTT CGT CGA CAG GAT ATT ATA TAT 
AAA TAT ATT TGT GCT TGC TAA TTG ATT 
ATG GCA TTT GC
AtLs1417R-PstI ATAT ctgcag TTG AGA TTC TGA TGC CGA GG  718     30 nt
AtLs1494F-PstI ATAT ctgcag CAA TTA GCA AAG TGG GCC ATC 785     31 nt
LAS-5UTR-aR ATAT ctgcag AAA CTT AAA GAA TGA GAT TTT GCT TAC  674 37 nt
Tab. 3.4_VIII  |
Primer für die Klonierung von Deletionskonstrukten.
Name Sequenz (5’à3’) Länge
SALK-LB TCG GAA CCA CCA TCA AAC 18 nt
SALK-RB1 ATT GTC GTT TCC CGC CTT C 19 nt
GABI-KAT-LB CCC ATT TGG ACG TGA ATG TAG ACA C 25 nt    
GABI-KAT-RB2 TCA AAG CAA GTG GAT TGA TGT G 22 nt
Tab. 3.4_IX  |
Oligonukleotide zur Überprüfung der T-DNA-Insertionslinien.
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Name Sequenz (5’à3’) Länge
3prime-XhoI-F CCG ctcgag TAGGACCATAATCAATTGCCC 30 nt
3prime-XhoI-R CCG ctcgag AGATCTAGTTGAGCAAGTAGG 30 nt
3prime-SwaI-F CCG atttaaa TAGGACCATAATCAATTGCCC 31 nt
3prime-NotI-R ATAAGAAT gcggccgc AGATCTAGTTGAGCAAGTAGG 37 nt
Tab. 3.4_X  |
Oligonukleotide zur Klonierung von Tomaten-Sequenzen in A. thaliana.
Name Sequenz (5’à3’)
Bereich zwischen den CArG-Boxen -836 und -795 (pAE90)
TRC-1S    AATTC cggcatcagaatctcaacgag cggcatcagaatctcaacgag cggcatcagaatctcaacgag T 
TRC-1AS CTAGA ctcgttgagattctgatgccg ctcgttgagattctgatgccg ctcgttgagattctgatgccg G 
Bereich um die EcoRI-Schnittstelle (pAE92)
TRC-2S   AATTC tcaacgagaattcccatttt tcaacgagaattcccatttt  tcaacgagaattcccatttt T
TRC-2AS CTAGA aaaatgggaattctcgttga aaaatgggaattctcgttga aaaatgggaattctcgttga G
Bereich um die T-DNA-Insertionstelle der Linie 040683 (pAE98)
TRC-5S AATTC tgggccatctccacgatcca tgggccatctccacgatcca tgggccatctccacgatcca T
TRC-5AS CTAGA tggatcgtggagatggccca tggatcgtggagatggccca tggatcgtggagatggccca G
Tab. 3.4_XI  |
Oligonukleotide für die Klonierung der Target-Element-Vektoren. 
Für die Klonierung in die Vektoren pHISi and pHISi-1 wurde 5’-Strang (sense) und 3’-Strang (as) miteinander hybridisiert und dann mit
den Restriktionsenzymen EcoRI (GAATTC) und XbaI (TCTAGA) bzw. MluI (A CGCG T) and XbaI (T CTAG A) nachgeschnitten. Damit waren sie
für die Ligation in den linearen Vektor verwendbar.
Name Sequenz (5’à3’) Zielsequenz  Länge
pHISi-6491-F AAG GGA AGA AAG CGA AAG GAG 6491 21 nt
pHISi-260-R CTA CTG CTT CTG CCT CTT TTT C 281 22 nt
pHISi-1-5170-R    GGG TGA GCA AAA ACA GGA AG 5151 20 nt
pLacZi-6764-F    TCC TTC GTT CTT CCT TCT GTT C 6764 22 nt
pLacZi-355-R      CCT CTT CGC TAT TAC GCC AG 374 20 nt
Tab. 3.4_XII  |
Oligonukleotide für die Überprüfung der Klonierung der Target-Elemente für den Hefe-Ein-Hybrid-Screen.
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Name Sequenz (5’à3’) Länge
AD5-neu GGA TGT TTA ATA CCA CTA CAA TGG ATG ATG 30 nt
AD3-neu GAA AGC AAC CTG ACC TAC AGG AAA GAG 27 nt
Tab. 3.4_XIII  |
Oligonukleotide zur Sequenzierung der Kandidaten des Hefe-Ein-Hybrid-Screens.
Name Sequenz (5’à3’) Zielsequenz3 Länge
CD61-74 AGC AAT CCA CAT CGT TGA TTT C  14602 22 nt
CD61-75  AGC TGT ATA ATA ATC CAA CGC C 15061 22 nt
CD61-76 TGT TTC CGA TAA ATA CCA ACA CTC 12966 24 nt
JointlessF1 GAG AGC AAC ATC AGC ATC AC 1030 20 nt
JointlessF2 AAT TGT AGA GAG GGG TGG G 1293 19 nt
JointlessF3 TTT CTA CGC CTT TTA GCTA C 1958  21 nt
JointlessR1 GTA CTC CTT CAA CCT ATG CTC 2147 21 nt
Tab. 3.4_XIV  |
Molekulare Marker zur Unterscheidung zwischen Wildtyp- und mutantem lateral suppressor bzw. jointless-1 Allel in Tomate.
3 Die Positionsangaben beziehen sich auf den Beginn des offenen Leserasters des LATERAL SUPPRESSOR Genes auf dem PstI-PstI-Frag-
ment (Das Startcodon ATG liegt bei Position 2231) bzw. auf das Startcodon des LATERAL SUPPRESSOR Gens aus Tomate auf dem CosG (Das
Startcodon ATG liegt bei Position 14100).
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3.5.1 • Kulturmedien
Die hier aufgeführten Puffer wurden in verschiedenen Versuchen verwendet und sind daher bei den
nachfolgenden Methoden nicht mehr näher beschrieben.
3.5.2 • Puffer und Lösungen
50 x TAE 242 g Tris
57,1 ml Essigsäure
50 mM EDTA, pH 8,0
10 x TE 100 mM Tris-HCl, pH 8,0
10 mM EDTA
10 x TBE 890 mM Tris-HCl, pH 8,0
890 mM Borsäure
25 mM EDTA
10 x PCR-Puffer 200 mM Tris-HCl, pH 8,4
500 mM KCl
20 x SSC 3 M NaCl
0,3 M NaCitrat
pH-Wert mit HCl auf 7,5 einstellen
20 x SSPE 3 M NaCl
200 mM NaH2PO4
20 mM EDTA
pH-Wert mit NaOH auf 7,0-7,4 einstellen
dyt 1,6 % Bacto Trypton
1 % Bacto Yeast
0,5 % NaCl
LB flüssig (fest) 1 % Bacto Tryptone (Fa. Difco)
0,5 % Bacto Yeast (Fa. Difco)
1 % NaCl
0,5 % Saccharose
(1 % Bacto-Agar)
pH-Wert auf 7-7,5 mit NaOH einstellen 
SD fest 0,67 % Bacto Yeast nitrogen 
base w/o amino acids
2 % Glukose
2 % Bacto Agar (Select Agar, 
Fa. Gibco)
0,062 % DO-Supplement
pH-Wert auf 7-7,5 mit NaOH einstellen 
YEP flüssig (fest) 1 % Bacto Pepton 
1 % Bacto Yeast
0,5 % NaCl
0,5 % Saccharose
(1 % Bacto Agar)
pH-Wert auf 7,5 einstellen
YPAD flüssig 1 % Bacto Yeast 
2 % Bacto Pepton 
2 % Glukose  
0,01 % Adenin
pH-Wert mit HCl auf 6,5 einstellen
0,062 % DO-Supplement 
(z.B -Ade -His -Leu -Trp)
YPD flüssig (fest) 1 % Bacto Yeast 
2 % Bacto Pepton 
2 % Glukose  
(2 % Bacto Agar)
pH-Wert mit HCl auf 6,5 einstellen
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3.6 • Hefe-Ein-Hybrid-Bank
Im Rahmen des REGIA-Projektes sind 638 
Arabidopsis-Transkriptionsfaktoren unterschied-
lichster Familien in Entry Clones kloniert worden.
Diese wurden uns von Professor Weißhaar zur Ver-
fügung gestellt. Aus dieser Bank wurden einzelne
Kandidaten für den Hefe-Ein-Hybrid-Screen ver-
wendet. Dazu wurde mit jedem ausgesuchten 
Entry Clone eine LR-Reaktion entsprechend dem
Gateway-Protokoll durchgeführt (siehe Kap. 4.24).
Zusätzlich führte die Gruppe von Professor 
Joachim Uhrig eine LR-Reaktion mit allen Trans-
kriptionsfaktoren gleichzeitig durch und transfor-
mierte die entstandenen Bestimmungsvektoren in
den Hefestamm Y187. Eine Hefebakteriensuspen-
sion dieser Bank wurde Hefe zur Verfügung
gestellt. 
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3.7 • Computerprogramme und Datenbanken
Mit Hilfe des UW GCG Programmpaketes (Gene-
tics Computer Group, 1997) konnten Sequenzana-
lysen durchgeführt werden.
Für Sequenzsuche und -vergleiche wurden die
Datenbanken des National Center for Biotechnolo-
gy Information (NCBI), Bethesda, USA und der 
Arabidopsis Information Resource (TAIR) (Huala et
al., 2001) verwendet. 
Die Lokalisierung der homologen LATERAL
SUPPRESSOR Gene aus Gerste auf einer molekula-
ren Karte erfolgte mit Hilfe des Programms MAP-
MAKER (LOD score value 3.0 und max. dist. 50 cM).
Um cis-regulatorische Elemente zu identifizie-
ren, wurde das Programm PRECISE (Prediction of
Regulatory CIS-Acting Elements, Wageningen) ver-
wendet. 
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4.1 • Isolierung von Gesamt-DNA aus Pflanzengewebe
Die DNA-Isolierung aus Pflanzen erfolgte zu
Beginn der Arbeit nach Edwards (1991). Später
wurde Pflanzen-DNA nur noch mit Hilfe des 
DNeasy® 96 Plant Kit (Fa. Qiagen, Hilden) isoliert.
Abweichend vom Protokoll wurde die DNA nur
mit 2 x 50 ml Puffer AE von der Säule eluiert.
4.2 • Isolierung von Plasmid-DNA
Die Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakte-
rien erfolgte unter Verwendung des Plasmid Mini
bzw. Midi Kits (Fa. Qiagen, Hilden). 
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Agrobak-
terien erfolgt ebenfalls mit dem Plasmid Mini Kit
(www.qiagen.com).
Aus Bacterial Artificial Chromosomes (BACs)
wurde die DNA-Präparation nach einem von 
S. S. Woo et al. modifizierten Protokoll durchge-
führt (1984). 
Lambda-Mini-Lysate wurden nach der Kalium-
Acetat-Methode durchgeführt. 
4.5 • Inkubationsbedingungen für Hefen
Hefen wurden auf Vollmedium (YPD) oder
Selektionsmedium (SD) bei 30°C inkubiert. Die
Inkubationsdauer auf Festmedium belief sich auf
3-5 Tage. Anschließend wurden die Hefen bei 4°C
bis zu 3 Monate gelagert. Nach 3 Monaten wurde
ein neuer Ausstrich vorgenommen. Flüssigkultu-
ren wurden über Nacht auf dem Schüttler bei 
200 rpm inkubiert.
4.6 • Wachstumsbedingungen für Pflanzen
Arabidopsis-Pflanzen wurden bei einer Tages-
temperatur von 20-25°C und einer Nachttempera-
tur von 10-15°C im Gewächshaus oder in einer
Klimakammer gehalten. Sollte eine Selektion
durch BASTA erfolgen, keimten die Samen nach
dem Auslegen zunächst für wenige Tage in einer
4.4 • Inkubationsbedingungen für Bakterien
E. colis wurden in LB-Medium bei 37°C über
Nacht (Sambrook und Russell., 2001) und Agrobak-
terien in YEP-Medium bei 28°C für 3 Tage inku-
biert. Zur Platteninkubation wurde das jeweilige
Medium mit 1 % Agar verfestigt. Flüssigkulturen
wurden bei 200 rpm auf dem Schüttler inkubiert.
4.3 • Aufreinigung von PCR-Produkten
PCR-Produkte wurden mit dem PCR Purification Kit (Fa.Qiagen, Hilden) aufgereinigt.
Alle nicht beschriebenen gängigen Labormethoden wurden nach Sambrook und Russell (2001) durchgeführt.
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Klimakammer bei 4°C und  wurden dann direkt
unter Langtagbedingungen (16 h Licht, 8 h Dun-
kelheit) angezogen.
Wurde der Phänotyp statistisch erfasst, wuch-
sen die Pflanze bis zum Auswertungszeitpunkt
unter Kurztagbedingungen (8 h Licht, 16 h Dun-
kelheit). Pflanzen, deren beta-Glucuronidase-
Expression (GUS) untersucht wurde, wuchsen 28
Tage unter Kurztagbedingungen und wurden
anschließend in den Langtag überführt.
Tomaten wurden unter Standardbedingungen bei
25°C am Tag und 16°C in der Nacht im Gewächshaus
(16 h Licht, 8 h Dunkelheit) angezogen.
4.7 • Transformation und Selektion von Bakterien
Transformationen von Vektoren in E. coli wur-
den nach Hanahan (1983) durchgeführt. 
Bei Transformationen, die nach der Methode
von Hanahan nur eine geringe Effizienz zeigten,
wurde eine Elektroporation nach Dower (1988)
durchgeführt. Es wurden elektrokompetente Zel-
len (ElectroMAX DH5alpha-E Cells) der Firma Invi-
trogen verwendet.
Zur Transformation von Agrobakterien wurde
kompetenten Zellen ca. 1 µg DNA zugegeben.
Anschließend wurden die Zellen für jeweils 5 min auf
Eis, in flüssigem Stickstoff und bei 37°C inkubiert.
Nach der Zugabe von 800 µl YEP wurden die Zellen
für 3-4 h bei 28°C inkubiert und anschließend der
gesamte Ansatz auf Selektionsplatten ausplattiert. 
Dem Medium wurde je nach Selektionsmarker
der transformierten Vektoren Ampicillin 
(200 µg/ml), Kanamycin (50 µg/ml), Gentamycin
(25 µg/ml), Rifampicin (100 µg/ml), Chloramphe-
nicol (50 µg/ml), Streptomycin (50 µg/ml) oder
Tetracyclin (5 µg/ml) beigefügt. 
...
4.8 • Transformation und Selektion von Hefen
Die Transformation von Hefe erfolgte nach der
LiAc-Methode von Gietz und Woods (2002). 
Für die Transformation von Ziel-Reporter-Vek-
toren wurde 0,5-1 µg des jeweiligen linearisierten
Vektors eingesetzt. Die Transformanten wurden
auf entsprechendem Minimalmedium ohne Hist-
din, bzw. ohne Histidin und Uracil selektiert. Zur
Selektion auf DNA-Protein-Interaktion fehlte dem
Medium zusätzlich Leucin. Um die Stringenz des
Histidin-Reportergens zu erhöhen, wurde der
kompetitive Inhibitor 3-Aminotriazol in Konzen-
trationen von 5 mM bis 10 mM zugegeben.
4.9 • Transformation und Selektion von Pflanzen
Die Agrobakterien vermittelte Transformation
von A. thaliana wurde nach der Blüten-Dip-
Methode von S. J. Clough und A. Bent (1998)
durchgeführt.
Zur Selektion von transgenen Pflanzen in der
T1- und T2-Generation wurden die Keimlinge ca. 
14 Tage nach Aussaat dreimalig im Abstand von je
2 Tagen mit einer Herbizidlösung (250 mg/l Glufo-
sinat; Stammlösung BASTA®: 200 g/l; Fa. Hoechst)
besprüht. 
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4.10 • Kreuzungen von Tomatenpflanzen
An einer jungen Infloreszenz wurden alle
bereits geöffneten Blüten entfernt und an noch
ungeöffneten Blüten wurden Sepalen, Petalen
und Stamen vollständig entfernt. Anschließend
wurde von der Donor-Pflanze Pollen gesammelt
und dieser auf die Narbe der Akzeptor-Pflanze
übertragen. Die Bestäubung wurde an den darauf
folgenden Tagen wiederholt. Eine erfolgreiche
Kreuzung kann in der F1-Generation durch das
Nicht-Auftreten des mutanten Phänotyps der
Eltern bestätigt werden. Molekulare Marker wur-
den genutzt, um auf Hetero- bzw. Homozygotie
der mutanten Allele zu testen (Primer: siehe
Tabelle 3.4_XIV, ‘Material’).
4.11 • Histologische Untersuchung von Pflanzenmaterial mittels GUS-Färbetechnik
Material transgener Pflanzen wurde zu
bestimmten Entwicklungszeitpunkten (nach 28
Kurztag bzw. nach 2, 4, 6 Tagen nach der Über-
führung in den Langtag und von in Blüte stehen-
den Pflanzen) geerntet. Das Material wurde in vor-
gekühlten Puffer überführt.
GUS-Färbepuffer 100 mM Na2H2PO4 (pH7)
10 mM EDTA
5 mM DTT
2 mM X-Glucuronid
10 % Methanol
Das Material wurde mittels Vakuumpumpe
entgast und anschließend unter Lichtausschluss
bei 37°C inkubiert. Die Inkubationszeiten variier-
ten von 4, 8, 12 bis hin zu 20 h.
Das beta-Glucuronidase-Gen (uidA; GUS) aus
E. coli kann als Reportergen zur Lokalisierung des
gewebespezifischen Aktivität von Promotoren ein-
gesetzt werden (Jefferson et al., 1987). Während
der Inkubationszeit kommt es an den Stellen in
der Pflanze, in der das beta-Glucuronidase-Gen
exprimiert wird, zur Hydrolyse des farblosen
X-Glucuronid. Das Hydrolyseprodukt ist ein blauer
Farbstoff.
Die Inkubation wurde durch den Austausch
des Färbepuffers durch eine Ethanol-Lösung
gestoppt. Es schloss sich eine Entwässerung des
Materials mittels aufsteigender Ethanol-Reihe
(50 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 100 %) an. Bis zur
80%igen Ethanol-Lösung wurden die Proben auf
Eis gehalten.
Die Entwässerung wurde durchgeführt, wenn
das Material danach in den Kunststoff Technovit
7100 (Fa. Heraeus - Kulzer, Wehrheim, Kat. #
64709003) eingebettet werden sollte. Das Einbet-
ten in kaltpolymerisierenden Kunststoff erfolgte
nach Angaben des Herstellers (Fa. Heraeus-Kul-
zer). Beim Einbetten des Materials in den Wachs
(Paraplast Plus, Fa. TYCO Healthcare group LP) war
die Entwässerung Teil des Programms der Einbet-
tungsmaschine Leica ASP300 (Fa. Leica).
| 27
4 • Methoden |
4.12 • Einbetten in Paraplast Plus
Das Einbetten in Wachs erfolgte mit Hilfe der
Einbettungsmaschine Leica ASP300 nach einer
Entwässerung des Gewebes und Fixierung in
Histoclear (Fa. national diagnostics, Georgia, USA).
Programm: 50 % Ethanol 1 h RT
70 % Ethanol 1 h RT
90 % Ethanol 1 h RT
90 % Ethanol 1 h RT
100 % Ethanol 1 h RT
100 % Ethanol 1 h RT
100 % Ethanol 1 h RT
Histoclear 1 h RT
Histoclear 1 h RT
Histoclear 1 h RT
Parafin Wachs 1 h 60°C
Parafin Wachs 1 h 60°C
Parafin Wachs  oo 60°C
Das Gewebe wurde anschließend in einen Pro-
benbehälter überführt und in Wachs eingebettet.
Die eingebetteten Gewebeteile wurden bei 4°C
gelagert.
4.13 • Entwachsung von Schnitten auf Superfrost Plus-Objektträgern
Das GUS-Signal kann verstärkt werden, wenn
das Präparat entwachst und eingedeckelt wird.
Daher wurden die auf den Superfrost Plus-Objekt-
trägern anhaftenden Proben wie folgt behandelt:
2 x 5 min 100 % Xylol
2 x 5 min 100 % Ethanol
1 min 90 % Ethanol
1 min 70 % Ethanol
1 min 50 % Ethanol
1 min 30 % Ethanol
3-5 min H2O
Die Objektträger wurden bei 37°C getrocknet
und am nächsten Tag mit „Entellan new“ 
(Fa. Merck) eingedeckelt.
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4.14 • Polymerasekettenreaktion
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) dient der
gezielten Amplifikation von DNA-Abschnitten.
Reaktionsansatz:
ca. 20 ng DNA
25 mM dNTP-Mix
10-25 pmol Forward-Primer
10-25 pmol Reverse-Primer
3 mM MgCl2
5 µl 10 x PCR-Puffer 
(Sambrook und Russel, 2001)
1 µl Thermus aquaticus-Polymerase 
(Taq) (1-2,5 U/ml)
ad 50 µl H2O
Die Kettenreaktion wurde in einem T3 Thermo-
cycler von Biometra oder dem Biozym Multicycler
PTC 225 wie folgt durchgeführt:
Denaturierung Annealing Extension
1. Zyklus (1 x) 94°C/180 s
2. Zy. (28-35 x) 94°C/15 s 60°C/15 s 72°C/pro kb 60 s
3. Zyklus (1 x) 94°C/15 s 60°C/15 s 72°C/300 s
4. Zyklus (1 x) 20°C/ oo
Für die Amplifikation von Klonierungsfrag-
menten wurde eine Pfu-Polymerase der Firma
Invitrogen (2,5 U/µl) verwendet, die eine Synthese-
geschwindigkeit von 500 bp/min aufweist und
eine 5’à3’-Exonuklease besitzt. Die amplifizierten
PCR-Produkte haben keinen 3’-dA-Nukleotid-Über-
hang.
Für Test-PCRs auf Bakterienkolonien wurde
eine selbst aufgereinigte Polymerase verwendet,
die eine höhere Synthesegeschwindigkeit von 
1 kb/min besitzt, deren PCP-Produkte jedoch
einen Überhang von einem einzelnen 3’-dA-
Nukleotid haben.
Für Test-PCRs auf Hefekolonien wurde
zunächst ein Abstrich dieser Kolonien in 100 µl
0,02 M NaOH lysiert und von diesem Ansatz 2 µl
in der PCR eingesetzt.
4.15 • Sequenzierungen
DNA-Sequenzierungen wurden durch die MPIZ
Service-Einheit Automatische DNA Isolierung und
Sequenzierung (ADIS) auf Applied Biosystems
(Weierstadt) Abi Prism 377 und 3700 Sequenzierern
mittels BigDye-terminator chemistry durchgeführt. 
4.16 • Southern-Transfer
Die Herstellung von DNA-Filtern zur Hybridisierung erfolgte nach Sambrook u. Russell (2001).
4.17 • Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden
Zur radioaktiven Markierung von Sonden für
die Hybridisierung von Southern-Blots wurde eine
Nick-Translation (Sambrook und Russell (2001))
angewendet.
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4.18 • Hybridisierung mit 32P-markierten Oligonukleotiden
Die Hybridisierung mit radioaktiv markierten
Oligonukleotiden wurde in einem Hybridisierungs-
ofen (400 HY, Fa. Bachofer) durchgeführt. Hierzu
wurde die Membran mit der DNA-Seite nach
innen in einer Glasröhre mit ca. 25 ml Hybridisie-
rungslösung versetzt und um die Längsachse
rotiert. Während der einstündigen Vorhybridisie-
rung bei der sondenspezifischen, späteren Hybri-
disierungstemperatur wurden die freien Bin-
dungsstellen der Membran für Nukleinsäure
durch die Zugabe von 200 µg/ml Heringsperm-
DNA abgedeckt. Die Hybridisierung wurde durch
die Zugabe der Sonde gestartet und dauerte ca.
16 h. Überschüssige sowie unspezifisch gebunde-
ne Sonde wurde durch Zugabe von Waschlösung
entfernt. 
Falls eine erneute Hybridisierung mit einer
anderen Sonde erwünscht war, wurde die noch
auf der Membran haftende DNA gebundene Son-
de durch 20 minütiges Waschen in einer 0,5 %
SDS-Lösung bei 80°C entfernt.
100 x Denhardt’s Solution
2 % BSA Fraktion V
2 % Ficoll 400
2 % Polyvinylpyrolidon 
(PVP) 360.000
Hybridisierungslösung
6 x SSPE
5 x Denhardt’s
0,5 % SDS
200 µg/ml Heringsperm-DNA 
(denaturiert)
Waschlösung I 2 x SSPE
0,1 % SDS
Waschlösung II 1 x SSPE
0,1 % SDS
Waschlösung III 0,2 x SSPE
0,1 % SDS
4.19 • Autoradiographie
Zum Nachweis der alpha32P markierten Sonden
des Southern-Blots diente die Autoradiographie.
Dazu wurde auf die Membran Röntgenfilm (Bio-
Max MR-1, Kodak C.) gelegt und die Signale durch
das Auflegen von Verstärkerfolie (TRIMAX, Fa. 3M)
verstärkt. Die Exposition erfolgte bei -70°C. Die
Filme wurden in der Entwicklermachine Optimax
X-Ray Film Processor, Fa. Protec Medizintechnik
GmbH & Co. KG) entwickelt und fixiert.
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4.21 • Bestimmung eines Phagentiters
Eine Phagen-Bank der Arbeitsgruppe von Pro-
fessor Rohde (EMBL3 cal c15, Variatät unbekannt;
cDNA POP13) wurde nach einem genomischen
Klon der LATERAL SUPPRESSOR homologen Gene
aus Gerste durchsucht. Die durchschnittliche Inser-
tionsgröße beträgt 15-18 kb. Die Fragmente sind in
die BamHI-Schnittstelle kloniert. Als Wirt des Pha-
gen wurde der Bakterienstamm K803 genutzt.
Bakterien der tiefgefrorenen Glycerinkultur
wurden auf LB-Platten bis zur Einzelkolonie ausge-
strichen. Die Platten wurden über Nacht bei 37°C
inkubiert. Am nächsten Tag wurde mit einer Ein-
zelkolonie 5 ml dyt Medium (mit 0,2-0,4 % Malto-
se) angeimpft und 4 h bis über Nacht wachsen
gelassen. 50 ml LB Medium (mit  0,2-0,4 % Malto-
se) wurden mit 100 µl der Kultur angeimpft und
über Nacht bei 37°C angezogen. Durch die Zugabe
von Maltose im Medium kommt es zur Aktivierung
des Rezeptors auf der Bakterienoberfläche. Die
gewachsene Kultur wurde zentrifugiert (4000 rpm,
20 min, 4°C) und das Bakterienpellet in 4/10 des
Originalvolumens in kaltem, sterilen MgSO4 
(10 mM) resuspendiert. 
Der Titer (Pfu/ml; plages forming unit/ml) wur-
de mit Hilfe einer Verdünnungsreihe (bis 10-6)
bestimmt. In einem 10 ml-Glasröhrchen wurden
zu 10 µl jeder Verdünnung 30 µl der frisch präpa-
rierten Bakterienzellen gegeben. Die Infektion
erfolgte bei 37°C für 20 min. Je 2,5 ml Top Agar
(auf 45°C abgekühlt) wurden zugegeben, gevortext
und der gesamte Ansatz auf 37°C vorgewärmte
LAM-Platten ausplattiert.
SM-Puffer 5,8 g NaCl
2 g MgSO4 x 7H2O
50 ml 1M Tris pH 7,5
5 ml 2 % Gelatine
autoklavieren
LAM (fest) 10 % Bacto Tryptone 
5 % Yeast Extract
10 % NaCl
2,5 % MgSO4 x 7H2O
10 % Agar (Fa. Difco)
autoklavieren
Für Platten für Lambda-Mini-Lysate: 
10 % Agarose anstelle des Agar
autoklavieren
4.20 • Single strand conformation polymorphism (SSCP)-Analyse
Die SSCP-Analyse ist eine hochsensible elektro-
phoretische Methode zur Identifizierung von
Sequenzvariationen (Nataraj et al. 1999).
Es wurde ein PCR-Fragment auf einer Kartie-
rungspopulation von Doppel-Haploiden Gersten-
Linien amplifiziert, in der das SNP mittig liegt. Die-
ses Fragment wurde durch das Restriktionsenzym
HypI gespalten und die Probe unter Zugabe von
Formamid denaturiert. Das PCR-Produkt wurde
anschließend auf einem nicht-denaturierenden
Polyacrylamidgel aufgetragen. Während der
Elektrophorese kommte es zu einer Faltung des
einzelsträngigen DNA-Fragments. Die Form des
Moleküls bestimmt die Mobilität im Gel, so dass
eine abweichende Sequenz nach Silberfärbung
des Gels in zwei verschiedenen Banden resultiert
(Rafalski, 2002). 
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4.22 • Durchsuchen einer Lambda-Phagen-Bank
Für die Durchmusterung einer Phagen-Bank
mit anschließender DNA-Präparation wurde Top
Agar durch BHB Top-Agarose ersetzt. Die Agarose
wurde in mehreren Glasröhrchen vorgelegt. Die
Infektion erfolgte bei 37°C für 20 min. Der Ansatz
wurde gemischt und dann auf große LAM-Platten
verteilt und die Platten über Nacht bei 37°C inku-
biert. Nach der Inkubation bei 37°C wurden die
Platten auf 4°C abgekühlt. Anschließend wurde
auf die Platten ein Nitrozellulosefilter (Fa. Schlei-
cher & Schuell) für 1-2 min aufgelegt, die Lage des
Filters auf der Platte markiert und die Filter
anschließend 60 sec mit der Oberseite nach unten
in Denaturierungslösung (0,5N NaOH/ 1,5M NaCl)
gelegt. Danach wurden sie 5 min in Neutralisie-
rungslösung (0,5M Tris-HCl, pH 8/ 1,5M NaCl)
gewaschen. Dabei ist darauf zu achten, dass sie
eine Minute nur die Oberseite in der Lösung lag
und danach der Filter komplett eintauchte. Zuletzt
wurden die Filter 5 min in 2 x SSPE gewaschen,
auf 3MM-Papier getrocknet und für 1-2 h bei 80°C
gebacken. 
Anschließend wurden die Filter mit einer gen-
spezifischen radioaktiv markierten Sonde (PCR-Pro-
dukt) hybridisiert (siehe Kap. 4.18). Die Hybridisie-
rung und Waschung erfolgte wie beim Southern-
Transfer (Kap. 4.16). Der Röntgenfilm wurde min-
destens 36 h exponiert. Anhand der Signale auf
den entwickelten Röntgenfilmen wurden die posi-
tiven Phagen von den Platten gepickt. 
Die Plaques wurden in 500 µl SM-Puffer aufge-
nommen und mit wenigen Tropfen Chloroform
versetzt. Für einen ersten Rescreen wurde die
Lösung kurz zentrifugiert und 10 µl des Überstan-
des in eine Verdünnungsreihe eingesetzt. Mit je 
10 µl der verschiedenen Verdünnungen wurden
30 µl Bakterien infiziert und anschließend der
Ansatz ausplattiert. Anschließend wird wie oben
beschrieben verfahren. Es gilt den Rescreen sooft
zu wiederholen, bis man das Signal auf einen ein-
zelnen Phagen zurückführen kann.
BHB Top Agarose 10 % Bacto Tryptone
5 % Yeast Extract
5 % NaCl
2 % MgCl2 x 6H2O
0,7 % BHB Top Agarose
autoklavieren
(Prä-)Hybridisierungslösung
5 x SSPE
5 x Denhardt’s
0,1 % SDS 
50 µg/ml Heringsperm-DNA 
(denaturiert)
4.23 • Durchsuchen einer BAC-Bibliothek
Mit Primern des LATERAL SUPPRESSOR homolo-
gen Gens aus Reis konnte ein Fragment auf Gerste
amplifiziert werden. Die Sequenz dieses PCR-Pro-
duktes zeigte eine große Homologie zum LATERAL
SUPPRESSOR-Gen aus Tomate und Arabidopsis. Pri-
mer, die innerhalb der reisspezifischen Primern
lagen, wurden an die Arbeitsgruppe von Dr. Alt-
schmied geschickt, um damit eine PCR basierte
Durchsuchung der Hv_MBA Bibliothek, Clemson
University, durchzuführen. Bei der Erstellung der
Bibliothek wurde genomische DNA des Kultivars
Morex in die HindIII-Stelle des Vektors pBeloBACII
(Chloramphenicol; CAM) kloniert (Yu et al. (2000)).  
Die positiven Klone wurden auf CAM-Platten
ausgestrichen. Mit Hilfe einer PCR wurde die Rich-
tigkeit der Klone kontrolliert. Um zu überprüfen,
ob es sich um drei identische Klonen handelt und
um die Region nahe der homologen Gene leichter
sequenzieren zu können, wurden die Plasmide
mit Enzymen gespalten, die nicht innerhalb der
bekannten Sequenz schneiden, aber wahrschein-
lich mehrmals in unmittelbarer Nähe zum Gen.
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4.24 • Gateway basierte LR Klonierungsreaktion
Die Rekombination des Gens aus einem Entry
Clone in den Bestimmungsvektor pACTattR erfolgte
mit Hilfe der LR Reaktion (Gateway™ Cloning Tech-
nology, Gibco BRL). Abweichend vom Protokoll
wurde ein Reaktionsansatz von 5 µl gewählt:
1 µl 5 x LR Reaktionspuffer 
50 ng Entry clone
50 ng pACTattR
1 µl LR Clonase Enzyme Mix
ad 5 µl 1 x TE
Zudem wurde der Bestimmungsvektor nicht linea-
risiert in die Reaktion eingesetzt. Alle weiteren
Schritte wurden entsprechend dem Protokoll
durchgeführt. Der Bestimmungsvektor enthält
eine DNA-Kasette, die von einer attR-Seite flan-
kiert wird. Das ccdB-Gen des Bestimmungsvektors
interferiert mit der E. coli DNA Gyrase und inhi-
biert das Wachstum von DH5alpha-Zellen. Durch
Rekombination des Gens in den Bestimmungsvek-
tor verliert dieser das ccdB-Gen und die Bakterien,
die dieses Plasmid beinhalten, können auf dem
Selektionsmedium wachsen. Die Richtigkeit des
Plasmids wurde durch eine Test-PCR auf der Bak-
terienkultur und durch Sequenzierung des PCR-
Produktes überprüft (Primer: siehe Tabelle
3.4_XII, ‘Material’). 
Nach der Spaltung wurde die DNA auf einem
0,8%igen Agarosegel aufgetrennt. Per Southern-
Transfer (Kap. 4.16) und Hybridisierung mit dem
PCR-Produkt als Sonde (Kap. 4.18) wurden die
Spaltungsansätze für eine Klonierung in den Vek-
tor pGEM-T ausgewählt, bei denen der bekannte
Sequenzabschnitt auf einem relativ kleinen, geno-
mischen Fragment lag. Die erfolgreiche Klonie-
rung wurde abermals mit Hilfe der Amplifikation
des bekannten Fragments überprüft. Die Subklone
wurden nun vom Vektor aus durchsequenziert.
4.25 • Durchsuchen einer Hefe-Ein-Hybrid-Bank
Das Durchsuchen einer Hefe-Ein-Hybrid-Bank
wurde nach einem Protokoll der Arbeitsgruppe
Uhrig durchgeführt. Dafür wurden die in Y187
transformierte Transkriptionsfaktor-Bank mit dem
unterschiedliche Ziel-Reporter enthaltenden Hefe-
stamm AH109 konjugiert. Die Effizienz der Konju-
gation wurde durch das Ausstreichen eines Ali-
quots des Ansatzes auf SD-L bestimmt. Zur Selek-
tion von möglichen mit cis-regulatorischen Ele-
menten des LAS-Promotors interagierenden Protei-
nen erfolgte dann der Ausstrich der resultierenden
Zygoten auf SD-LH- bzw. SD-LHU-Platten, denen
zur Unterdrückung der selbstaktivierenden Eigen-
schaften des Histidin-Minimalpromotors zwischen
5 und 10 mM 3-Amino-1,2,4-triazol (3-AT) zugefügt
war. Zur Verifizierung der gefundenen Kandidaten
wurden diese gepickt und nochmals auf Selek-
tionsmedium mit 5 bzw. 10 mM 3-AT ausplattiert.
Anschließend wurden die gewachsenen Kolonien
für eine Test-PCR in 100 µl 0,02 M NaOH lysiert
und von diesem Ansatz 2 µl in der PCR mit den
Primern AD5-neu und AD3-neu (Tab. 3.4_XIII,
‘Material’) eingesetzt. Die resultierenden PCR-Pro-
dukte wurden zunächst auf einem Agarosegel auf-
getragen und PCR-Produkte unterschiedlicher Grö-
ße sequenziert. Die Kandidaten wurden anschlie-
ßend in Hefestämme transformiert, die bereits
das cis-regulatorische Element im Hefegenom tru-
gen und deren 3-AT-Konzentration bekannt war.
Kommt es nach der Transformation des Vektors,
der den Kandidatentranskriptionsfaktor expri-
miert, zum Wachstum auf SD-LH- bzw. SD-LHU-
Platten, ist damit die gefundene Interaktion des
Screens bestätigt.
...
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homologen Genen aus Gerste
In den Spezies L. esculentum und A. thaliana
konnte gezeigt werden, dass das LATERAL 
SUPPRESSOR (Ls bzw. LAS) Gen einen wesentlichen
Einfluss auf die Anlage von Lateralmeristemen
hat. Mutanten dieser dikotylen Pflanzen zeichnen
sich durch die Abwesenheit von Seitentrieben in
der vegetativen Phase aus. In der Literatur sind so
genannte uniculm-Mutanten in der Gerste
beschrieben (Kirby, 1973). Diese Mutanten haben
ebenfalls einen Defekt in der vegetativen Entwik-
klungsphase. Sie zeigen eine verringerte Verzwei-
gung und sind im Vergleich zum Wildtyp kräftiger
und länger.
Ziel der Arbeit war es, zu klären, ob bei den
beschriebenen Gersten-Mutanten eine Mutation
im Ls-Gen vorliegt. Die Kartenposition beider uni-
culm-Mutationen war bekannt und sollte mit der
Position des LATERAL SUPPRESSOR homologen
Gens verglichen werden. Dazu musste zunächst
das zu LATERAL SUPPRESSOR homologe Gen aus
Gerste isoliert und anschließend kartiert werden. 
Zeitgleich zu dieser Arbeit ist in einer anderen
Arbeitsgruppe eine Mutante in Reis beschrieben
worden, die einen Defekt im LAS homologen Gen
MONOCULM1 aufweist (Li et al., 2003). Diese
Mutante bildet im Vergleich zum Wildtyp nur
einen Haupttrieb und keine weiteren Seitentriebe.
Damit konnte gezeigt werden, dass das LAS-Gen
auch im Genom monokotyler Pflanzen vorliegt
und dort eine Funktion in der Verzweigung hat. 
Mit Hilfe einer Datenbanksuche mit der LAS-
Proteinsequenz konnten zwei putative homologe
Gene (OsLs1 und OsLs2) in einer EST-Datenbank
von Reis gefunden werden. Zu diesem Zeitpunkt
der Doktorarbeit war das Reis-Genom noch nicht
vollständig sequenziert. Mit dieser Suche konnte
daher nicht ausgeschlossen werden, dass weitere
homologe Gene im Reis-Genom vorlagen. Zudem
konnte es sich bei den gefundenen Genen um
OsLs1 (AP003616; 1323 nt; 441 aa):
49 % Sequenzidentität zum LAS-Protein aus A. thaliana
57 % Sequenzidentität zum Ls-Protein aus Tomate
OsLs2 (AP004191; 1272 nt; 424 aa):
55 % Sequenzidentität zum Ls-Protein aus Tomate
56 % Sequenzidentität zum LAS-Protein aus A. thaliana
Tab. 5.1 |
Vergleich der OsL1- bzw. OsLs2-Aminosäuresequenzen mit den LATERAL SUPPRESSOR Genen aus A. thaliana und Tomate.
5.1.1  Datenbanksuche nach LAS homologen Genen in Reis 
Gene der GRAS-Genfamilie handeln, die aber nicht
homolog zu LAS waren. Um dies auszuschließen,
wurden die gefundenen Sequenzen OsLs1 und
OsLs2 in einer Arabidopsis-Datenbanksuche einge-
setzt. Diese Suche zeigte für beide Gene das LAS-
Gen als ähnlichste Sequenz. Daher konnte man
davon ausgehen, dass es sich um zu LAS homolo-
ge Gene handelt. Ein Vergleich auf Aminosäure-
ebene ergab folgende Sequenzidentitäten:
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Im Jahr 2003 wurde die Mutante monoculm1
in Reis beschrieben (Li et al., 2003). Bei dem Gen
handelt es sich um ein LATERAL SUPPRESSOR
Homolog. Nach Beendigung der Reis-Genomse-
quenzierung wurde 2004 ein genomweiter Ver-
gleich von GRAS-Genen zwischen Reis und Arabi-
dopsis durchgeführt (Tian et al.). Dieser führte zu
der Vorhersage, dass im Reisgenom zwei poten-
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zielle Homologe zu LAS vorhanden sind. Bei dem
einen Gen handelt es sich um MONOCULM1
(MOC1). Ein Sequenzvergleich zeigte, dass MOC1
identisch zu OsLs1 war. Ein Vergleich der in der
Publikation beschriebenen Primer mit der vorlie-
genden Sequenz von OsLs2 ergab, dass es sich bei
dem zweiten Gen mit dem Namen OsGRAS-7 (Os7)
um OsLs2 handelte. In dieser Arbeit wird fortan das
Gen OsLs1 MOC1 und das Gen OsLs2 Os7 genannt. 
Vergleichende Studien in Gräsern zeigten, dass
Gene und ihre Abfolge innerhalb der Poaceae sehr
konserviert sind (Gale und Devos, 1998). Ganzen
Chromosomenbereichen von Weizen können ent-
sprechende Bereiche in Reis zugeordnet werden
und umgekehrt. Darüber hinaus unterscheiden
sich die Genome von Weizen und Gerste nur sehr
wenig. Es ist deswegen möglich, mittels der geno-
mischen Karte von Reis die Position der entspre-
chenden homologen Gene in Gerste vorherzusa-
gen. Das MOC1-Gen liegt auf Chromosom 6 des
Reis-Genoms. Das homologe Gen in Gerste würde
anhand der vergleichenden Studien auf Chromo-
som 7 des Gersten-Genoms liegen. Das Os7-Gen
liegt auf Chromosom 2, was dem Gersten-Chro-
mosom 6 entspricht (Kurata et al., 1994 und Van
Deyne et al., 1995). 
Die Kartenposition der uniculm1- und uni-
culm2-Mutanten sind bekannt. Nach Babb et al.
(2003) und Pozzi et al. (2003) liegt die uniculm1-
Mutation auf Chromosom 3 und die uniculm2-
Mutation auf Chromosom 6 des Gerstengenoms.
Vergleicht man die vorhergesagten chromosoma-
len Positionen mit den bekannten Kartenpositio-
nen der uniculm1- und uniculm2-Mutante, so
könnte die uniculm2-Mutante auf einen Defekt im
Os7-homologen Gersten-Gen HvLs2 zurückzufüh-
ren sein.
Für die Isolierung homologer Gene aus Gerste
erfolgte eine PCR auf genomischer DNA aus Gerste
mit Hilfe von reisspezifischen Primern. Die hier
verwendeten MOC1-Primer sind in Tab. 3.4_I,
‘Material’, aufgelistet. Als Positiv-Kontrolle diente
die Amplifikation von PCR-Produkten mit DNA aus
Reis. Bei verschiedenen Primerkombinationen
erhielt man Produkte der erwarteten Längen. Die
Produkte wurden in den Vektor pGEM-T ligiert
und anschließend sequenziert. Die Kombination
der Primer MOC1-774F und MOC1-976R ergab
sowohl für die PCR auf Reis, als auch auf Gersten-
DNA ein PCR-Fragment von 186 nt Länge (AE15).
Dieses zeigte in einer Datenbankanalyse eine zu
...
Gen Nukleotide Chromosom Reis1 Chromosom Gerste1
MOC1 1323 nt 6 7
Os7 1272 nt 2 6
Tab. 5.1_I |
Zusammenfassung der Kartenposition der LAS homologen Gene in Reis und der erwarteten Kartenposition der homologen Gene in Gerste.
MONOCULM1 (MOC1) liegt auf dem langen Arm von Chromosom 6. OsGRAS-7 (Os7) liegt auf Chromosom 2. Vergleichende Studien lassen
erwarten, dass die homologen Gene auf Chromosom 7 bzw. 6 des Gersten-Genoms liegen.
1 nach Kurata et al., 1994 und Van Deyne et al., 1995
5.1.2 • Verwendung von reisspezifischen Primern zur Isolierung von 
LATERAL SUPPRESSOR homologen Genen aus Gerste
5.1.2.1 Gewinnung erster Sequenzinformationen von HvLs1
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85 % identische Nukleotidsequenz zu MOC1. Der
amplifizierte Bereich liegt im C-terminalen
Bereich des Gersten-Ls-homologen-Gens. Um die-
sem kurzen Sequenzabschnitt (AE15) eine Karten-
position zuordnen zu können, wurde das Frag-
ment auf den Kultivaren Proctor und Nudinka
amplifiziert und die erhaltenen Produkte nach
single nucleotide polymorphisms (SNPs) durch-
sucht. Innerhalb dieser Sequenz lagen allerdings
keine SNPs vor. Um Polymorphismen zu finden,
die für eine Kartierung des Gens verwendet wer-
den können, wurde genomische DNA von Proctor
und Nudinka mit verschiedenen Restriktionsenzy-
men gespalten. Die Hybridisierung eines Sou-
thern-Blots mit der isolierten Sequenz als Sonde
zeigte keine Fragmentlängenpolymorphismen.  
In der Literatur ist beschrieben, dass die
Anzahl an SNPs außerhalb des kodierenden
Bereichs ansteigt (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP).
Eine Phagen-Bank wurde nach einem Klon durch-
sucht, der das bekannte Fragment enthält und
mittels dessen eine Sequenzierung des offenen
Leserasters und Umgebung durchgeführt werden
konnte.
Als Sonde für die Durchmusterung wurde ein
PCR-Fragment verwendet, welches innerhalb der
bekannten Sequenz AE15 lag. Mit dem Primerpaar
AE15-1F und AE15-4R (Tab. 3.4_II) wurde ein 
154 nt langes PCR-Fragment amplifiziert.
Die DNA von zwei als positiv getesteten Pha-
gen wurde mit verschiedenen Restriktionsenzy-
men gespalten und je ein halber Reaktionsansatz
für einen Southern-Transfer und für eine Ligation
in pGEM-Vektoren verwendet. Die Hybridisierung
erfolgte ebenfalls mit dem 154 nt langen PCR-Pro-
dukt. Die Klone zeigten ein unterschiedliches Ban-
denmuster. Bei der Ligation konnte aus jedem
Klon ein Plasmid isoliert werden. Diese Plasmide
wurden mit den Plasmid-spezifischen Primern for-
ward und reverse (Tab. 3.4_III) sequenziert. Beide
Fragmente enthielten die bekannte Sequenz AE15
und reichten über das ORF hinaus. 
...
5.1.2.2 Isolierung eines HvLs1-Klons aus einer Phagen-Bibliothek
Ausgehend von der nun bekannten Sequenz
wurden neue Primer entwickelt, die für eine
Sequenzierung in 5’- und 3’-Richtung verwendet
werden konnten. Insgesamt wurden 5956 nt
sequenziert. Von dieser Sequenz sind 2947 nt 5’-
Bereich. Das offene Leseraster umfasst 1281 nt
(427 aa) und es ist ein 3’-Bereich von 1728 nt
bekannt (siehe Anhang 9_I).
5.1.2.3 Sequenzierung des HvLs1-Gens
Aus genomischer DNA der Gersten-Kultivare
Proctor und Nudinka wurden Sequenzabschnitte
mittels PCR amplifiziert und sequenziert. Es galt,
Sequenzunterschiede (SNPs) zwischen den beiden
Kultivaren der Kartierungspopulation zu finden,
um das Gen kartieren zu können. Insgesamt wur-
den ca. 3,5 kb der 5956 nt langen Sequenz auf
genomischer DNA von Proctor und Nudinka
amplifiziert und sequenziert. Innerhalb dieser
Sequenzen wurde ein SNP 803 nt vor dem Startco-
don und ein SNP 1014 nt hinter dem Stopp-Codon
gefunden.
5.1.2.4 Suche nach Polymorphismen zur Kartierung von HvLs1
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Zunächst wurde versucht, den 3’-SNP mittels
eines dCAPS-Markers (Neff et al., 1998) zu kartiere,
in dem ein Forward-Primer verwendet wurde, der
abweichend von der Originalsequenz 3 Nukleotide
vor dem SNP ein T anstelle eines G aufwies
(HvLs1-SNP-1f : GTG TTT ACT AAT ATG CCG TAT CA).
Bei der Amplifikation eines PCR-Produktes mit
diesem Primer und dem Reverse-Primer HvLs1-
SNP-1r (Tab. 3.4_IV)  erhält man auf der genomi-
schen DNA des Kultivars Nudinka eine Restrik-
tionsschnittstelle für das Enzym Hyp188I
(5’ TCNGA 3’), während sich das auf genomischer
DNA des Kultivars Proctor amplifizierte Fragment
nicht spalten lässt. Die durch PCR auf DNA von
Proctor und Nudinka erhaltenen Fragmente wur-
den mit Hyp188I inkubiert. Die anschließende
Analyse der Restriktionsansätze im DNA-Gel zeigte
kein eindeutiges Ergebnis. Das auf DNA des Kulti-
vars Proctor amplifizierte Fragment sollte eine
Bande von 196 nt und ein auf DNA des Kultivars
Nudinka amplifiziertes Fragment sollte nach Spal-
tung eine Bande von 171 nt und eine von 25 nt
aufweisen. Aus unbekannten Gründen tauchten
bei den auf genomischer DNA von Proctor ampli-
fizierten Fragmenten immer alle drei Banden auf.
Dieses Ergebnis war von einer nicht-vollständigen
Restriktionsspaltung des auf DNA von Nudinka
amplifizierten Produktes nicht zu unterscheiden. 
Eine Alternative zur Restriktionsspaltung stellt
die SSCP-Analyse dar. Bei dieser Analyse kann ein
einzelner SNP für die Kartierung der umliegenden
Region verwendet werden. Die HvLs1-3’-UTR
Sequenz wurde auf der Proctor/Nudinka Doppel-
Haploiden-Kartierungspopulation (Pozzi et al.,
2003) amplifiziert, das Fragment gespalten, dena-
turiert und auf einem nicht-denaturierenden
Polyacrylamidgel aufgetragen. Hier kommt es
während der Elektrophorese zu einer Faltung des
einzelsträngigen DNA-Fragments. Die Form des
Moleküls bestimmt die Mobilität im Gel, so dass
eine abweichende Sequenz nach Silberfärbung
des Gels in zwei verschiedenen Banden resultiert
(Rafalski, 2002).
Mit Hilfe dieser Methode wurde in Zusammen-
arbeit mit C. Montaner (Arbeitsgruppe Professor
Salamini) die Kartenposition des HvLs1-Gens
bestimmt (siehe Tab. 5.1_III). 
... SNP im 5’-Bereich (803 nt vor dem Startcodon):
Procter CTC ATA TAT ATA TA   GG ATG AAT CTT TAG TAA GC
Nudinka CTC ATA TAT ATA TAT AGG ATG AAT CTT TAG TAA GC
SNP im 3’-Bereich (1014 nt nach dem Stopp-Codon):
Procter ATG CCG TAG CAA AAA TAA GAT GTT
Nudinka ATG CCG TAG CAG AAA TAA GAT GTT
Tab. 5.1_II |
Polymorphismen stromaufwärts (5’-SNP) und stromabwärts (3’-SNP) des HvLs1-Gens. 
Dargestellt ist die Sequenz im Bereich der gefundenen SNPs. Die jeweils unterschiedlichen Nukleotide sind hervorgehoben dargestellt. Das
unterstrichene G kennzeichnet die Stelle, an welcher der Primer HvLs1-SNP-1f (siehe 5.1.2.5) von der genomischen Sequenz abweicht.
5.1.2.5 Kartierung des HvLs1-Gens mittels SSCP-Analyse
Die Segregation der Kartierungspopulation
wurde anschließend nochmals durch Sequenzie-
rung der oben beschriebenen PCR-Fragmente
überprüft. Die Segregation des Polymorphismus
stimmte in allen Fällen mit der SSCP-Analyse
überein. Die Zusammenfassung beider Kartierun-
gen ist in Tab. 5.1_III zu finden.  
5.1.2.6 Kartierung des HvLs1-Gens mittels Sequenzierung
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...
Tab. 5.1_III |
Zusammenfassung der Kartierungsergebnisse für HvLs1 mittels SSCP-Analyse und Sequenzierung. 
1 Nummerierung nach Castiglioni et al. (1998). 
2 Bezeichnung der einzelnen Doppel-Haploiden-Pflanzen-DNAs mit denen die Analysen durchgeführt wurden. 
Bei beiden Analysen wurde zwischen den Typen A und B unterschieden. Dabei verhält sich eine mit „A“ gekennzeichnete DH-Linie wie das Kul-
tivar Proctor und eine mit „B“ gekennzeichnete Linie wie das Kultivar Nudinka. 
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1 PN1 39 PN48 77 PN99 A A
2 PN2 B 40 PN49 A 78 PN101 A A
3 PN3 B 41 PN50 B B 79 PN103 B B
4 PN4 42 PN51 A A 80 PN105 A A
5 PN5 A 43 PN52 B B 81 PN107 A A
6 PN6 B 44 PN53 B B 82 PN108 B B
7 PN8 B 45 PN54 A A 83 PN111 A A
8 PN9 A 46 PN55 84 PN112 B B
9 PN10 A 47 PN56 B B 85 PN113 B B
10 PN11 B 48 PN57 A A 86 PN114 A A
11 PN12 49 PN59 A A 87 PN115 A A
12 PN13 B 50 PN61 88 PN116 B B
13 PN14 B B 51 PN62 A A 89 PN117 B B
14 PN15 A A 52 PN65 A A 90 PN118 B
15 PN16 A A 53 PN66 A A 91 PN121 A A
16 PN18 B B 54 PN67 B B 92 PN123 B B
17 PN19 B 55 PN68 A A 93 PN124 A A
18 PN21 B B 56 PN71 B 95 PN126 A A
19 PN22 A A 57 PN72 A A 96 PN128 A A
20 PN23 B B 58 PN73 A A 97 PN129 B B
21 PN26 B B 59 PN74 B B 98 PN130 B B
22 PN27 B B 60 PN75 B B 99 PN132 B B
23 PN28 B B 61 PN76 A A 100 PN133 B B
24 PN31 A A 62 PN77 B B 101 PN136 A A
25 PN32 A A 63 PN78 A A 102 PN138 B B
26 PN33 B B 64 PN79 B B 103 PN139 A A
27 PN34 B B 65 PN80 A A 104 PN141 A A
28 PN36 A 66 PN86 B B 105 PN142 B B
29 PN37 B 67 PN87 B B 106 PN144 A
30 PN38 A A 68 PN88 B B 107 PN145 B
31 PN39 A A 69 PN89 A A 108 PN147 B B
32 PN41 A A 70 PN91 A A 109 PN148
33 PN42 B B 71 PN92 A A 110 PN150 A A
34 PN43 B B 72 PN94 B B 111 PN153 B
35 PN44 B B 73 PN95 B B 112 PN154 B
36 PN45 B B 74 PN96 A 113 PN155 B B
37 PN46 A A 75 PN97 A A Proctor A A
38 PN47 B 76 PN98 B B Nudinka B B
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Aus diesen Daten wurde mit Hilfe des Programms
MAPMAKER die Kartenposition berechnet. Die Analyse
zeigte, dass das HvLs1-Gen zwischen den Markern
E41342 und E41383 auf Chromosom 1 liegt. Der Ver-
zweigungs-Phänotyp der uniculm-Mutanten war somit
nicht auf einen Defekt im HvLs1-Gen zurückzuführen.
...
Anhand der Sequenz des Os7-Gens wurden
reisspezifische Primer für die Amplifikation eines
zweiten Ls-Gens aus Gerste konzipiert (siehe 
Tab. 3.4_V). Mit dem Primerpaar Os7-716F und
Os7-1068R konnte auf genomischer DNA der Ger-
ste ein 352 nt langes PCR-Produkt (AE27) amplifi-
ziert werden. In Datenbankrecherchen zeigte sich,
dass die Sequenz von AE27 eine zu 77 % identi-
sche Nukleotidsequenz zu MOC1 aufwies. 
5.1.2.7 Gewinnung erster Sequenzinformationen von HvLs2
Auf genomischer Gersten-DNA der Kultivare
Proctor und Nudinka wurden Sequenzabschnitte
mittels PCR amplifiziert und sequenziert. Von den
8647 nt wurden fast 8 kb auf beiden Kultivaren
durchsequenziert. Allerdings ließ sich innerhalb
dieser Sequenz kein einziger Polymorphismus fin-
den. Aus diesem Grunde wurde an dieser Stelle
die Kartierung des zweiten LAS homologen Gens
aus Gerste abgebrochen. 
5.1.2.9 Suche nach Polymorphismen zur Kartierung von HvLs2
Mit einer aus AE27 hergestellten Hybridisierungs-
sonde konnte kein positiver Klon aus der Lambda-
Phagen-Bank isoliert werden. Zum Nachweis, dass
AE27 ein Fragment eines zweiten Ls-Gens aus Gerste
ist, waren mehr Sequenzinformationen nötig. Deshalb
wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von
Dr. Lothar Altschmied (Gatersleben) eine BAC-Biblio-
thek der Gerstenlinie Morex durch PCR mit den Pri-
mern Os7-716F und Os7-1068R nach positiven BAC
Klonen durchsucht. Da die uns zur Verfügung stehen-
de Sequenzinformation des AE27-Fragments auf einer
PCR mit oben genannten reisspezifischen Primern
beruht, kann über die Richtigkeit der mit den Primern
paarenden Nukleotide keine Aussage gemacht werden.
Mit ihnen konnte kein Klon in der BAC-Bibliothek
detektiert werden. Möglicherweise war die Sequenz
des Gersten-Gens an diesen Stellen abweichend von
der Reis-Sequenz. Aus diesem Grund wurde der Screen
der Morex Bibliothek mit einem neuen Primerpaar
wiederholt, dass nach innen versetzt zu den ersten Pri-
mern lag. Mit den Primern AE27HybF2 und
AE27HybR2 (Tabelle 3.4_VI, ‘Material’) erhielt man auf
genomischer DNA ein Produkt von 118 nt Länge. Die-
ses Produkt konnte aus drei BAC Klonen (119G10,
307I11 und 83M08) amplifiziert werden, die nachfol-
gend analysiert wurden. Zunächst wurde getestet, ob
es sich bei den drei Klonen um unterschiedliche oder
identische Klone handelte. Die Plasmide wurden mit
Restriktionsenzymen inkubiert und die DNA in einem
0,8%igen Agarosegel aufgetrennt. Das Bandenmuster
der drei Klone war für jedes Enzym identisch, so dass
man daraus schließen konnte, dass es sich in allen
Fällen um den gleichen Klon handelte. Es wurde des-
halb nur noch mit dem Klon 119G10 weitergearbeitet.
Per Southern-Transfer (Kap. 4.16, ‘Methoden’) und
Hybridisierung mit dem mit den Primern AE27HybF2
und AE27HybR2 amplifizierten Produkt als Sonde (Kap.
4.18, ‘Methoden’) wurden einzelne Spaltungsansätze
für eine Klonierung in den Vektor pGEM-T ausgewählt.
Die anschließende Sequenzierung dieser Fragmente
lieferte neue Sequenzinformationen im Bereich des
HvLs2-Gens. In mehreren Sequenzierungsrunden wur-
de ein Sequenzbereich von 8647 nt sequenziert. Diese
Sequenz gliedert sich in 871 nt der 5’UTR, 1191 nt 
(397 aa) offenes Leseraster und 6585 nt der 3’UTR.
5.1.2.8 Isolierung eines HvLs2-Klons aus einer BAC-Bibliothek
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Zur Überprüfung, ob der Phänotyp der uni-
culm-Mutanten auf einen Defekt im HvLs2-Gen
zurückzuführen ist, wurden auf DNA der verschie-
denen Mutanten das offene Leseraster von HvLs2
amplifiziert und nach Abweichungen in der
Nukleotidsequenz mittels Sequenzierung durch-
sucht (Primer: siehe Tabelle 3.4_VII, ‘Material’).
Die Sequenzierung des auf DNA der verschiede-
nen Mutanten amplifizierten HvLs2-ORF zeigte
keine Abweichungen in der Nukleotidsequenz zur
Wildtypsequenz. Dies bedeutete, dass der Verzwei-
gungs-Phänotyp der uniculm-Mutanten nicht auf
einen Defekt im offenen Leseraster des HvLs2-
Gens zurück geführt werden konnte. Es konnte
aber nicht ausgeschlossen werden, dass der Phä-
notyp auf Grund eines Defektes in der, das offene
Leseraster umgebenen Sequenz verursacht wurde.
5.1.2.10 Sequenzierung des HvLs2-ORF in den verschiedenen Mutanten
88 % der Nukleotidsequenz des HvLs1-Gens
sind identisch zum MONOCULM1-Gen und 80 %
der Aminosäuren des HvLs1-Proteins sind iden-
tisch zu MONOCULM1. HvLs2 weist eine zu 74 %
identische Proteinsequenz zu MONOCULM1 auf.  
Wie für die GRAS-Familie typisch, ist der C-ter-
minale Bereich hoch konserviert, während der N-
terminale Bereich sehr variabel ist. Fünf konser-
vierte Motive im C-terminalen Bereich kommen in
fast allen GRAS-Proteinen vor: LHRI, VHIID, LHRII,
PFYRE und das SWA-Motiv (Pysh et al., 1999). Es ist
auffallend, dass viele dieser konservierten Berei-
che in der Proteinsequenz von HvLs2 nicht vor-
handen sind. Das HvLs2-Protein weist z.B. keinen
Serin-Strech im N-terminalen Bereich oder das
SAW-Motiv am Proteinende auf.  
5.1.2.11 Vergleich der Aminosäuresequenzen von HvLs1 und HvLs2
HvLs1.pep  
1  MIGSLHSSSS SDTDNNNSNA DLRNSSGEGE GDAAFLAAGE RALAAAPSTR
51  DLVLACADLL QRGDLAAARR AAEILLSAAS PRGDATDRLA YHFARALVLR
101  VDAKAGLPFS PRPPTGTAPA PSGAYLAFNQ IAPFLRFAHL TANQAILEAV
151  EGSRRVHIVD LDAAHGVQWP PLLQAIAERA DPALGPPEVR ITGAGADRDT
201  LLRTGNRLRA FARSIQLPFH FTPLLLSCAA STHHVAGTST TPSTAVTSLE
251  IRPDETLAVN CVLFLHKLGG QDELAAFLKW VKAMAPAVVT VAEREASGGG
301  IDPIDELPRR VGVAMDHYSA VFEALEATVP PGSRERLAVE QEVLGREIEA
351  AVGSTGGRWW RGLERWATAA RGTGFAARPL SAFAVSQARL LLRLHYPSEG
401  YLVQESRGAC FLGWQTRPLL SVSAWQ*
HvLs2.pep
1  MLDPPEPDDD AAQPPRAPLA AASPRGLVLA CADLLHRGDL DGARRVAGAV
51  LSGADPRGDA ADRLAHHFAR ALALRADEGR SSDGAPEAVG VGVGVAPASS
101 AAHLAYNKIA PFLRFAHLTA NQAILEAAAG ARRVHIVDLD AAHGVQWPPL
151  LQAICDRADA AVGPPEVRIT GAGPDIGVLL RTGDRLRAFA SSLNLPFRFH
201  PLLLPCTAQL AADPAACLEL HPDETLAVNC VLFLHRLSGD GELAAFLRWV
251  RSMNPAVVTI AEREGSASRG DDDDELPRRV AAAMDFYSAV FDALEATVPP
301  GSAERLAVEQ EILGTEIEEV VAGPGGGGGR PRSFEAWTAA ARAAGLSPWP
351  ASTFAVSQAR LLLRLHYPSE GYAAEEARGA CFLGWQTRTL MSVSSWH* 
Abb. 5.1_IV |
Proteinsequenz von HvLs1 (427 aa) und HvLs2 (397 aa). 
• Grün unterlegt ist die VHIID Domäne. Ebenfalls findet man in der Proteinsequenz von HvLs1 den Serin-Strech (• gelb) und in beiden Peptid-
sequenzen das konservierte Tyrosin (• Megenta), das als potenzielle Phosphorilierungsstelleder GRAS-Gene diskutiertwird. In • grau unterlegt
sind Peptidbereiche, die komplett identisch sind. 
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Die spezifische Expression des LATERAL SUP-
PRESSOR Gens ist durch in situ Hybridisierungen
in verschiedenen Entwicklungsstadien der Pflanze
beschrieben worden (Greb et al., 2003). Der
Bereich vor und hinter dem offenen Leseraster
(ORF) von LAS wurde in dieser Arbeit hinsichtlich
seiner Bedeutung für die korrekte Transkription
untersucht. Der experimentelle Ansatz war hier
zunächst die Komplementationsanalyse. Bisher
wurden für den Test auf funktionelle Komplemen-
tation ein genomisches DNA-Fragment in las-4-
Mutanten eingebracht, welches das ORF und die
5’- und 3’-gelegenen Sequenzen bis zu den
angrenzenden ORFs beinhaltete. Darauf aufbau-
ende verkürzte Konstrukte dienten dazu, den für
eine Komplementation notwendigen Bereich vor
und hinter dem ORF einzuengen und damit die
regulatorischen Bereiche des LAS-Gens zu definie-
ren. In den stromauf- bzw. stromabwärts gelege-
nen DNA-Bereichen galt es außerdem regulatori-
sche Module zu bestimmen und diese in vivo auf
ihre Funktionalität hin zu überprüfen. Diese defi-
nierten Sequenzen waren zudem Ausgangspunkt
für die Suche nach trans-Regulatoren mittels des
Hefe-Ein-Hybrid-Systems. Des Weiteren wurde mit
Hilfe von Reporterkonstrukten (Fusion des offenen
Leserasters des Glucuronidase-Gens mit dem LAS-
ORF) die gewebespezifische Aktivität des LAS-Pro-
teins untersucht.
Für die Komplementationsversuche wurden
die verschiedenen Konstrukte in die las-4-Mutante
transformiert. Alle transgenen T1-Pflanzen wur-
den mittels Southern-Analyse auf die Zahl der T-
DNAs und deren vollständiger Übertragung über-
prüft. Aus T1-Pflanzen, die nur eine komplette
Kopie des LAS-Transgens besaßen, wurden unab-
hängige transgene T2-Linien etabliert. Falls für ein
Konstrukt nur transgene Linien identifiziert wer-
den konnten, die mehrere Kopien des Transgens
in ihrem Genom trugen, wurde hier eine Anzahl
an unabhängigen T1-Pflanzen hinsichtlich ihres
Phänotyps untersucht. Die Pflanzen wurden dazu
dekapitiert und das Auswachsen der Seitentriebe
aus den Achseln der Rosettenblätter über mehrere
Wochen verfolgt. Pflanzen, die das vollständige
Transgen einmal im Genom trugen, wurden unter
zu Hilfenahme eines Binokulars detaillierter ana-
lysiert. Dabei wurden je Konstrukt zwei bis fünf
unabhängige T2-Linien angezogen. Die makrosko-
pische Untersuchung ermöglicht es, Seitentriebe
auch schon in den jüngsten Entwicklungsstadien
erkennen zu können. Die T2-Pflanzen wurden für
drei Monate unter Kurztagbedingungen angezo-
gen. Für die Analyse wurde die Wurzel abgeschnit-
ten und dann, angefangen beim ältesten, jedes
Rosettenblatt bis hin zum jüngsten vorsichtig ent-
fernt und festgehalten, ob sich in der Achsel eine
Knospe gebildet hatte oder nicht. Bei der Analyse
wurde die Anzahl der Seitentriebe in den Achseln
der Rosettenblätter mit der Anzahl der Rosetten-
blätter verglichen und neben der Gesamtzahl an
Seitentrieben auch deren Position entlang des
Triebes dokumentiert. In den Grafiken ist auf der
y-Achse die Gesamtzahl der untersuchten Blatt-
achseln bzw. die Zahl der gezählten Seitentriebe
abzulesen. Auf der x-Achse ist die Position der
Blattachsel entlang des Triebes angegeben. Dabei
ist der mit 1 gekennzeichnete Wert das jüngste
Rosettenblatt, 2 das zweitjüngste Rosettenblatt
usw.. Als Kontrolle wurden neben den transgenen
Pflanzen sowohl Columbia-0 Wildtyppflanzen als
auch las-4-Mutanten unter den gleichen Bedin-
gungen angezogen und zeitgleich zu den transge-
nen Linien analysiert. Das Verhältnis von Roset-
tenblättern (Achseln) zu angelegten Seitentrieben
gab Auskunft darüber, ob eine Transformation mit
einem bestimmten Konstrukt zu keiner, einer par-
tiellen oder zu einer vollständigen Komplementa-
tion des mutanten Phänotyps führte. Dargestellt
ist jeweils ein für das Konstrukt charakteristisches
Ergebnis von 20 Pflanzen. Wenn die Analyse zeig-
te, dass die transgenen Pflanzen eine zum Wildtyp
vergleichbare Anzahl an Seitentrieben bildeten,
konnte von einer Komplementation des las-4-Phä-
notyps gesprochen werden. Es wurde dann ange-
nommen, dass diese Pflanzen alle für die korrekte
Transkription des LAS-Gens notwendigen regulato-
rischen Elemente enthielten.
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Die Pflanzen wuchsen im Kurztag weitaus
langsamer als im Langtag. Dafür legten sie aber
bis zur Blütenbildung eine höhere Zahl an Roset-
tenblätter als im Langtag an. Die höhere Anzahl
an Rosettenblättern vereinfachte die Einordnung
von transgenen Pflanzenlinien in komplementie-
rend und nicht-komplementierend. Jedoch war
ein Nachteil dieser Wachstumsbedingungen, dass
die genaue Anzahl an Rosettenblättern schwer
feststellbar war. Über den Wachstumszeitraum
von 3 Monaten verrotten oftmals die Keim- sowie
die ältesten Rosettenblätter. Das hat zur Folge,
dass eine Aussage über die Gesamtzahl der Roset-
tenblätter schwer möglich war. Aufgelistet in den
Grafiken sind die zum Zeitpunkt der Auswertung
noch zählbaren Rosettenblätter. Verrottete Blätter
waren oftmals noch zu identifizieren, ihre Achseln
und das eventuelle Vorhandensein von Seitentrie-
ben in den Achseln waren jedoch wesentlich
schwieriger zu erkennen. Daher entsprach die
Zahl der in den Achseln der alten Rosettenblätter
gezählten Seitentriebe nicht der eigentlichen
Anzahl an Rosettenblättern. Für die Charakterisie-
rung einer transgenen Pflanzenlinie wurden daher
nur die Rosettenblätter miteinbezogen, bei denen
in der Wildtyp-Kontrolle Seitentriebe nachweisbar
waren.
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Das LATERAL SUPPRESSOR Gen (LAS; At1g55580)
aus Arabidopsis liegt auf Chromosom 1. Der
Bereich bis zum vorliegenden ORF (At1g55570)
beträgt 4124 nt. Hinter dem LAS-ORF liegt eine 3’-
Region von 4346 nt. Das LAS-Transkript ist 1742 nt
lang, wobei das ATG an Position 96 und das Stopp-
Codon an Position 1431 liegt (Greb et al., 2003).
Alle Positionsangaben in dieser Arbeit beziehen
sich auf das LAS-ORF (Anzahl der Nukleotide vor
bzw. hinter dem ORF). 
5.2.1 • Promotor-Deletionskonstrukte zur Identifizierung der regulatorischen Bereiche des LAS-Gens
Um eine erste Eingrenzung der stromaufwärts
gelegenen Bereiche zu erhalten, wurde die las-4-
Mutante mit Konstrukten unterschiedlich langer
5’-Bereiche bei gleich bleibend langem 3’-Bereich
transformiert. Ausgangspunkt für die Klonierun-
gen war das Konstrukt pES22. In diesem Konstrukt
liegt vor dem LAS-ORF ein Teil des ORFs
At1g55570 (1602 nt) und der 5’-Bereich von 4124
nt. Hinter dem LAS-ORF liegen 4346 nt 3’-Sequenz.
5.2.1.1 Komplementation mit Konstrukten, die unterschiedlich lange 
5’-Regionen des LAS-Gens enthalten
Abb. 5.2_I |
Komplementationskonstrukte mit sukzessiv verkürztem 5’-Bereich.
Das Konstrukt pES22 besitzt Anteile des ORFs At1g55570 (1602 nt) und einen 5’-Bereich von 4124 nt. Stromabwärts des ORFs liegen 4346 nt 3’-
Sequenz. Das Konstrukt weist im Polylinker die singuläre Schnittstelle BamHI und im offenen Leserasters des LAS-Gens die Schnittstelle AgeI
auf. Es wurden unterschiedlich lange PCR-Produkte amplifiziert, die am 5’-Ende die Restriktionsschnittstelle BamHI trugen und deren 3’-Ende
hinter der Schnittstelle AgeI lagen (Tabelle 3.4_VIII; ‘Material’). Vektor und PCR-Produkt wurden mit BamHI und AgeI gespalten und das PCR-
Produkt in den linearisierten Vektor ligiert. las-4-Mutanten wurden mit diesen Pflanzentransformationsvektoren transformiert und analysiert. 
...
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Abb. 5.2_II |
Zusammenfassung der Komplementationsanalysen von transgenen Pflanzen, die Konstrukte mit sukzessiv verkürztem 5’-Bereich besitzen.
Es wurden jeweils 20 Pflanzen analysiert. Auf der x-Achse ist die Position der Rosettenblattachseln aufgetragen. Dabei ist der mit 1 gekenn-
zeichnete Wert die jüngste Achsel, 3 die drittjüngste Achsel etc. Auf der y-Achse ist die Anzahl der analysierten Blattachseln (grün) und Anzahl
der Seitentriebe aus diesen Rosettenblattachseln (orange) dargestellt.
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Bei Pflanzen der las-4-Mutante (Abb. 5.2_II
‘H)’) wuchsen nur Seitentriebe aus den Achseln
der jüngsten Rosettenblätter aus. Die Zahl der
Seitentriebe pro Pflanze schwankte hierbei zwi-
schen null und fünf Seitentrieben. Im Gegensatz
dazu zeigten alle Pflanzen der Columbia-Wild-
typlinie (Abb. 5.2_II ‘G)’) ein Auswachsen von
allen Seitentrieben bis zum Rosettenblatt 29. Ein
Vergleich der Pflanzenlinien mit den Konstrukten
pAE9-pAE14 mit den Kontrollen zeigte, dass die
Integration des Transgens zu einem wildtypi-
schen Phänotyp führt. Mit Ausnahme der Pflan-
zenlinie, die das Konstrukt pAE12 trägt (Abb.
5.2_II ‘D)’), trieben bei allen Pflanzen aus den
Achseln der ersten 22 Rosettenblätter Seitentrie-
be aus. Die transgenen Pflanzen mit dem Kon-
strukt pAE12 zeigten von der 18ten Achsel an kei-
ne 100%ige Seitentriebbildung. In den Achseln 18
bis 36 betrug der Prozentsatz an gebildeten Sei-
tentrieben aber noch 90 %. 
Die Analysen der transgenen Linien mit sukzessi-
ve verkürztem 5’-Bereich zeigten, dass eine vollstän-
dige Komplementation mit einem Konstrukt mög-
lich war, das 820 nt vor dem ATG beginnt (pAE14).
Dies lies vermuten, dass sich alle notwendigen regu-
latorischen Elemente innerhalb dieses Bereichs
befinden. Im Gegensatz dazu trat keine Komple-
mentation des las-4-Phänotyps auf, wenn der 5’-
Bereich um weitere 20 Nukleotide verkürzt wurde
(pAE70, Abb. 5.2_III ‘C)’). In Abb. 5.2_III ist ein Foto
einer mit dem Konstrukt pAE70 transformierten T1-
Pflanze, die mindestens eine Kopie besitzt, darge-
stellt ‘C)’. Es war deutlich zu erkennen, dass die
Pflanze keine Seitentriebe bildete und der las-4-
Phänotyp nicht komplementiert werden konnte.
Dies deutete darauf hin, dass sich zwischen -820
und -800 ein wichtiges regulatorisches Element
befindet. Dieser Bereich von 20 Nukleotiden war ein
Ansatzpunkt für die Suche nach trans-regulatori-
schen Faktoren (siehe Kap. 5.2.6).
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Die bisher beschriebenen Transformationen
wurden alle mit dem Pflanzentransformationsvek-
tor pGreenII0229 durchgeführt. Die mit diesem
Vektor durchgeführten Transformationen zeichne-
ten sich durch eine hohe Anzahl an Pflanzen mit
nur einer Kopie des Transgens aus. Ein erheb-
licher Nachteil dieses Vektors war allerdings die
geringe Zahl an transgenen Pflanzen. Es wurden
Transformationsexperimente durchgeführt aus
denen keine einzige transgene Pflanze hervorging.
Verschiedene Änderungen des Transformations-
protokolls konnten die Effizienz der T-DNA-Über-
tragung nicht steigern. Aus diesem Grund wurden
die vorliegenden Konstrukte umkloniert. Zielvek-
tor war der Pflanzentransformationsvektor pGPTV-
Bar-AscI, dessen singuläre AscI-Schnittstelle als
Ligationsstelle für die Konstrukte dienen sollte. Da
eine direkte Ligation aus dem pGreenII0229-Vek-
tor in die AscI-Schnittstelle des pGPTV-Bar nicht
möglich war, wurde ein Zwischenvektor mit
einem AscI-XhoI-NotI-AscI-Linker verwendet. Pflan-
zentransformationen mit auf pGPTV-Bar-AscI
Abb. 5.2_III |
Nahaufnahme der obersten Rosettenblätter einer Columbia-Wildtyppflanze ‘A)’, einer las-4-Mutante ‘B)’ und einer transgenen Pflanze, die das
Konstrukt pAE70 ‘C)’ besitzt. Nach Dekapitierung wachsen keine Seitentrieben aus den Achseln der jüngsten Rosettenblätter aus.
...
A)   Columbia B)   las-4 C)   pAE70
basierenden Konstrukten zeigten eine sehr viel
höhere Zahl an Transformanten. Nachteil der Ver-
wendung dieser Vektoren war aber, dass die Zahl
der T-DNAs in den transgenen Pflanzen höher war
und eine größere Zahl an Pflanzen per Southern-
Analyse getestet werden musste, um eine ausrei-
chende Zahl an Pflanzen mit nur einer Kopie zu
erhalten.
Ein wesentlicher Vorteil dieser Umklonierung
war die Gewinnung von Konstrukten, die als Aus-
gangspunkt für weitere Klonierungen dienten.
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Ascl Xhol
pAE9 (pGreenII): Xhol
LAS
Notl
pAE25 (pGEM4z-Derivat):
MCS
XholAscl AsclNotl
pAE46 (pGPTV-Bar-Ascl):
LAS
Notl Ascl
Abb. 5.2_IV |
Umklonierung der im pGreenII0229-Vektor genomischen LAS-Fragmente in den Zwischenvektor pAE25 (pGEM4z-Derivat) bzw. in den Pflanzen-
transformationsvektor pGPTV-Bar-AscI.
Der Vektor pAE25 weist im Polylinker einen AscI-XhoI-NotI-AscI-Linker auf. Die Konstrukte pAE9-pAE14 und der Vektor pAE25 wurden mit XhoI
und NotI gespalten und das Insert in den pGEM-Vektor ligiert. Aus diesem Zwischenvektor wurde das Insert mit dem Restriktionsenzym AscI
geschnitten und in den ebenfalls linearisierten pGPTV-Bar-AscI ligiert.
In weiteren Versuchen sollte geklärt werden,
ob ein 5’-Bereich von 820 nt noch ausreichend ist,
wenn stromabwärts gelegene Sequenzen entfernt
werden. Dazu wurde der 3’-Bereich des Konstruk-
tes pAE59 sukzessive verlängert.
5.2.1.2 Komplementation mit Konstrukten, die unterschiedlich lange 
3’-Regionen des LAS-Gens enthalten
Abb. 5.2_V |
Klonierung der Konstrukte mit unterschiedlich langen 3’-Bereichen.
Bei dem Konstrukt pAE51 handelt es sich um das in den Pflanzentransformationsvektor pGPTV-Bar-AscI umklonierte Konstrukt pAE14.  In der
3’-Region des pAE51 liegen zwei singuläre Schnittstellen; zum einen 488 nt (SwaI), zum anderen 4269 nt (NotI) hinter dem Transkriptionsstopp.
Der Zwischenvektor von pAE14 (pAE38, nicht gezeigt) wurde mit diesen Enzymen gespalten und ein SwaI-NotI-Linker eingesetzt (pAE59). Auf
pAE51 wurden verschieden lange Fragmente des 3’-Bereiches mit Primern amplifiziert, die im 5’-Bereich vor der SwaI-Schnittstelle lagen und
im 3’-Bereich eine zur NotI-Schnittstelle kompatible EagI-Schnittstelle besaßen (siehe Tabelle 3.4_VIII; ‘Material’). Die amplifizierten Fragmente
und der Zwischenvektor pAE59 wurden mit SwaI und EagI bzw. NotI enzymatisch gespalten und die PCR-Fragmente in den linearisierten Vektor
ligiert. Aus diesen Zwischenvektoren wurden die klonierten Bereiche mit AscI herausgeschnitten und in die AscI-Schnittstelle des pGPTV-Bar-
AscI eingefügt. Exemplarisch ist das so entstandene Konstrukt pAE86 dargestellt. 
| 44
70
Alle hier aufgelisteten Konstrukte weisen den
gleichen kurzen 5’-Bereich wie Konstrukt pAE51
auf, für das gezeigt werden konnte, dass damit
der las-4-Phänotyp komplementiert werden
konnte (Abb. 5.2_II). Eine sukzessive Verkürzung
sollte nun zeigen, ob sich im 3’-Bereich ebenfalls
notwendige regulatorische Elemente befinden.
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LAS
LAS
LAS
LAS
LAS
LAS
pAE51: 4346
3547
3133
2490
2074
1407
pAE86:
pAE84:
pAE82:
pAE80:
pAE78: 820
820
820
820
820
820
Abb. 5.2_VI |
Komplementationskonstrukte mit sukzessiv verkürztem 3’-Bereich.
Alle Konstrukte besitzen einen kurzen 5’-Bereich, der 820 nt vor dem Translationsstartpunkt beginnt. Der 3’-Bereich ist durch Ligation unter-
schiedlich langer PCR-Fragmente in den Zwischenvektor pAE59 von 488 nt bis 3547 nt lang.
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Abb. 5.2_VII |
Zusammenfassung der Komplementationsanalysen von transgenen Pflanzen, die Konstrukte mit sukzessiv verkürztem 3’-Bereich besitzen.
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Da die Bestimmung der Komplementation des
Konstruktes pDM26 bisher nur mit der ungenaue-
ren Methode der Dekapitierung und anschließen-
dem Auszählen der auswachsenden Seitentriebe
erfolgt war, wurden Pflanzen, die eine Kopie des
Konstruktes pDM26 besaßen, neben transgenen
Pflanzen, die entweder mit dem Konstrukt pAE58
oder pAE60 transformiert worden waren, makro-
skopisch analysiert.
... Pflanzen, die mit dem Konstrukt pAE86 ‘A)’
transformiert wurden, zeigten einen Wildtyp-ähn-
lichen Phänotyp. Dabei wurden im Wildtyp ‘E)’ nur
bis Rosettenblatt 11 Knospen in allen Achseln
gefunden, während in der transgenen Linie bis
Position 27 in allen 20 Pflanzen Seitentriebe ange-
legt wurden. Pflanzen, die die Konstrukte pAE82
‘B)’, pAE80 ‘C)’ oder pAE78 ‘D)’ besitzen, zeigten
einen zur Mutante ‘F)’ vergleichbaren Seitentrieb-
Phänotyp. Je 15 % der Pflanzen bildeten keinen
Seitentrieb. Die restlichen Pflanzen legten Seiten-
triebe in den Achseln der ersten 4 bzw. 9 Roset-
tenblätter an. Alle mit dem Konstrukt pAE84
transformierten Pflanzen zeigten in der T1-Gene-
ration unabhängig von der Anzahl der in das
Genom integrierten binären Konstrukte den las-4-
Seitentrieb-Phänotyp. Es war also nicht möglich,
mit diesem Konstrukt den las-4-Phänotyp zu kom-
plementieren. 
Daraus ergibt sich, dass bei einem kurzen 
5’-Bereich von 820 nt ein langer 3’-Bereich von
mehr als 3133 nt nötig ist, um eine funktionelle
Komplementation des Seitentrieb-Phänotyps zu
bewirken. Dies gibt erste Hinweise darauf, dass
sich innerhalb des Bereiches von 3133 bis 3547
regulatorische Sequenzen befinden. In einem wei-
teren Ansatz sollte untersucht werden, ob ein kur-
zer 3’-Bereich von 488 nt zur Komplementation
führt, wenn der 5’-Bereich größer als 820 nt ist.
Dörte Müller konnte in ihrer Diplomarbeit die
las-4-Mutante mit einem Konstrukt (pDM26) kom-
plementieren, das einen 5’-Bereich von 2910 nt
besaß, stromabwärts aber 488 nt hinter dem
Translationsstopp (SwaI-Schnittstelle) endet. las-4-
Pflanzen mit diesem Konstrukt zeigten einen
Wildtyp-Phänotyp. 
Abb. 5.2_VIII |
Komplementationskonstrukte mit unterschiedlich langem 5’-Bereich aber konstantem, kurzen 3’-Bereich von 488 nt.
Der Zwischenvektor des Konstruktes pAE50 mit 1447 nt 5’-Region (pAE57)
wurde im 3’-Bereich auf die gleiche Länge gekürzt wie das Konstrukt pDM26. Dazu wurde der Zwischenvektor mit SwaI und NotI gespalten und
ein Linker eingesetzt (pAE57). Aus diesem Zwischenvektor wurde der klonierte Bereiche mit AscI herausgeschnitten und in die AscI-Schnittstelle
des Vektors pGPTV-Bar-AscI eingefügt. 
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Das kleinste noch komplementierende Kon-
strukt pAE51 verlor seine Fähigkeit zur Komple-
mentation, als der 3’-Bereich im gleichen Maße
verkürzt wurde wie in Konstrukt pDM26 (pAE60,
Abb. 5.2_IX). Auch Pflanzen, die das Konstrukt
pAE58 ‘B)’ besitzen, wurden nicht komplemen-
tiert. Bei Konstrukten, die 488 nt nach dem Trans-
lationsstopp enden, ist daher ein längerer 5’-
Bereich nötig. Die Analyse der transgenen Pflan-
zenlinie, die das Konstrukt pDM26 besitzen ‘A)’,
zeigte aber ebenfalls keine zum Wildtyp ‘D)’ ver-
gleichbare Seitentriebbildung. Während in der
Wildtyplinie alle Pflanzen bis zur Position 29 eine
Knospe in der Rosettenachsel anlegten, lag bei
transgenen Pflanzen des Konstruktes pDM26 ‘A)’
nur bis Position 12 eine 100%ige Seitentriebbil-
dung vor. Bei Position 21 wurden schon in der
Hälfte der Pflanzen keine Knospen mehr angelegt.
Pflanzen, die das binäre Konstrukt pDM26 besit-
zen, wurden nur partiell komplementiert. Dies
lässt vermuten, dass mindestens ein regulatori-
sches Element stromaufwärts zwischen -2910 und
-1447 liegt und dass dieses Element die Funktion
eines anderen Elements stromabwärts der SwaI-
Schnittstelle zumindest teilweise erfüllen kann. Es
scheint, als ob im 3’-Bereich wichtige regulatori-
sche Elemente liegen, da selbst ein Konstrukt mit
einem 5’-Bereich von 2910 nt nicht alle notwendi-
gen regulatorischen Elemente für eine vollständi-
ge Komplementation besitzt.
Die Komplementationsanalysen führten dazu,
dass man drei Bereiche vor und hinter dem ORF
des LATERAL SUPPRESSOR Gens definieren kann,
in denen für die Komplementation notwendige
regulatorische Elemente vorhanden sind: 
- Zunächst ist der Bereich zwischen -820 und 
-800 als ein wichtiger Bereich gefunden worden
(Kap. 5.2.1.1). Lediglich 20 Nukleotide unter-
scheiden die Konstrukte pAE14 und pAE70. Doch
...
70 70
Abb. 5.2_IX |
Zusammenfassung der Komplementationsanalysen von Pflanzen, die mit Konstrukten mit kurzem 3’-Bereich und unterschiedlich langem 
5’-Bereich transformiert worden waren. 
Es wurden nur 10 Columbia-Wildtyp-Pflanzen ausgewertet, von allen anderen Linien wurden 20 Pflanzen analysiert.
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... diese Verkürzung führt zum funktionellen Ver-
lust von LAS.
- Eine Verkürzung des Konstruktes pAE14 im 3’-
Bereich ist nur um wenige Hundert Nukleotide
möglich. Wird der 3’-Bereich kürzer als 3547 nt,
kann man mit dem Konstrukt den las-4-Phäno-
typ nicht mehr komplementieren.
- Der dritte wichtige Bereich liegt weiter stromauf-
wärts (-2910 bis -1447 vor dem Translations-
start). Eine Komplementation ist mit einem 
488 nt kurzem 3’-Bereich nur partiell möglich,
wenn 2910 nt im 5’-Bereich vorliegen. Damit
liegt hier ein Element, das notwenig aber nicht
ausreichend für eine Komplementation ist.
5.2.2 • T-DNA-Insertionslinien
Neben den Komplementationsanalysen wur-
den zur Charakterisierung der Regulation des
LATERAL SUPPRESSOR Gens aus A. thaliana T-DNA-
Insertionslinien des SALK-Instituts und GABI-KAT
Linien (http://signal.salk.edu/cgi-bin /tdnexpress),
die eine T-DNA-Insertion stromaufwärts vom
Translationssstartpunkt besaßen, hinsichtlich ihres
Phänotyps untersucht. 
Zunächst wurden mittels PCR-Analyse homozy-
gote Pflanzen aus den segregierenden Populatio-
nen identifiziert und die Pflanzen der nächsten
Generation makroskopisch analysiert. Die Integra-
tion einer T-DNA führt oftmals zu Deletionen in
unmittelbarer Nähe des Integrationsortes. Auch
kommt es vor, dass zwei T-DNAs aneinandergela-
gert an der gleichen Stelle ins Genom integrieren.
Um die betroffenen Regionen stromaufwärts
genauer beschreiben zu können, wurde auf allen
Linien mit einer Kombination aus Gen-spezifi-
schem und T-DNA-spezifischem left- bzw. right-
border-Primer (siehe Tab. 3.4_IX, ‘Material’) der
Übergang T-DNA – Genom amplifiziert und
anschließend sequenziert. 
Abb. 5.2_X |
T-DNA-Insertionslinien. 
Die dunkelgrünen Dreiecke geben den Integrationsort der T-DNA bei den SALK-Linien an. Die hellgrünen Dreiecke markieren den Integrationsort der
T-DNA bei den Gabi-Kat-Linien. Die Zahlen unter den Dreiecken geben den Integrationsort der T-DNA in Relation zum Translationsstartpunkt an. 
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... Linie Name Position der T-DNA  mögliche Deletion  Seitentriebbildung
A SALK 071476 -1786 -1787 bis -1754 ++
B SALK 043951 -1132 -1152 bis -1130 ++
C SALK 004471 -1049 -986 bis -972 ++
D SALK 050981 -951 -965 bis -951  ++
E SALK 050989 -879 n.d. ++
F GABI KAT 670E07 -805 n.d. ++
G SALK 040683 -696 -716 bis -265     -
H GABI KAT 736D03 -611 n.d. ++
I SALK 070780 -519 -520 bis -509  ++
J GABI KAT 559C07 -118 -118 bis -89 +
Tab. 5.2_XI |
Zusammenstellung der Sequenzierungsergebnisse auf SALK- und GABI-Kat-Linien.
Die Position gibt den Integrationsort der T-DNA an. Die Integrationsstelle der T-DNAs ist durch PCRs überprüft und mögliche Deletionen
durch Sequenzierung der PCR-Produkte identifiziert worden.
n.d.: Hier konnten keine entsprechenden PCR-Fragmente amplifiziert werden bzw. die Aussagen waren nicht eindeutig.  Die Seitentrieb-
bildung homozygoter Pflanzen wurde nach Dekapitierung untersucht. Die Stärke des Auswachsens ist durch Zeichen (+/-) angegeben. 
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Abb. 5.2_XII |
Zusammenfassung der Auswertung der verschiedenen SALK- und GABI-Kat-Linien.
Es wurden jeweils 16 bis 20 Pflanzen analysiert. 
70
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... In der Wildtyplinie ‘K)’ lagen bis zur Position
23 in allen ausgewerteten Rosettenblattachseln
Seitentriebe auf. Die las-4-Pflanzen ‘L)’ wiesen kei-
ne bis maximal drei Knospen vor. Obwohl von der
SALK-Linie 071476 ‘A)’ nur 16 Pflanzen ausgewer-
tet wurden, zeigte diese Linie eindeutig keine
reduzierte Seitentriebbildung. Bis zur Achsel 41
traten in allen Pflanzen Seitentriebe auf. Die
SALK-Linen 043951 ‘B)’, 004471 ‘C)’ und 050989 ‘E)’
wiesen ebenfalls einen zum Wildtyp vergleichba-
ren Phänotyp auf. In der Linie 050981 ‘D)’ war das
Auftreten eines Seitentriebens bzw. Knospe nur
bis Achselposition 16 bei allen analysierten Pflan-
zen feststellbar. Die Pflanzenlinie 040683 ‘F)’ zeig-
te einen las-4 entsprechenden Verzweigungsphä-
notyp. Ebenso wie in der Mutante konnten hier in
wenigen Pflanzen nur maximal drei Seitentriebe
gezählt werden. Die GABI-KAT-Linien 670E07 ‘H)’
und 736D03 ‘I)’ zeigten keinen las-4 ähnlichen
Phänotyp. Die Linie 559C07 ‘J)’ hingegen zeigte
einen weder dem Wildtyp noch der las-4-Mutante
vergleichbaren Seitentrieb-Phänotyp. Anders als
bei las-4-Pflanzen war die Zahl der Seitentriebe
nicht auf wenige Seitentriebe in den jüngsten
Achseln begrenzt. In den jüngsten Rosettenblatt-
achseln waren zu 100 % Seitentriebe zu finden. Je
älter die Rosettenblattachsel, desto geringer wur-
de der Prozentsatz an gebildeten Seitentrieben.
An Position 23 lagen noch in der Hälfte der analy-
sierten Achseln Seitentriebe vor, während ab Posi-
tion 46 in keiner Pflanze Knospen gefunden wur-
den. Dem gegenüber lag die Gesamtzahl an Roset-
tenblättern dieser Pflanzenlinie bei über 55. 
Die SALK-Linie 040683 ‘F)’ zeigte als einzige
Linie einen der las-4-Mutante ähnlichen Verzwei-
gungs-Phänotyp. Aus diesem Grund wurde ver-
sucht, die genaue Lokalisation der T-DNA der
Linie 040683 zu bestimmen. Weder mit dem RB-
noch mit dem LB-Primer in Kombination mit
stromabwärts gelegenen Gen-spezifischen Primern
konnte ein PCR-Produkt amplifiziert werden. Mit
genomischer DNA homozygoter Pflanzen wurden
PCRs mit genspezifischen Primern durchgeführt,
die hinter der Insertionsstelle lagen. Es war nicht
möglich ein PCR-Produkt zu amplifizieren, dessen
Forward-Primer vor Position -265 lag. Das offene-
Leseraster konnte amplifiziert werden und wieß
keine Fehler in der Sequenz auf. Für die Pflanzen-
linie 040683 konnte keine direkte Aussage über
mögliche Deletion hinter dem Integrationsort
gemacht werden. Doch deutet die nicht funktio-
nierende PCR in diesem Bereich darauf hin, dass
hier ein Sequenzabschnitt von ca. 430 nt fehlt. Es
konnte nicht eindeutig geklärt werden, ob der
las-4-Phänotyp durch eine zerstörte regulatorische
Sequenz am Integrationsort oder durch die damit
im Zusammenhang stehende Deletion von weiter
stromabwärts gelegenen Bereichen hervorgerufen
wurde.
Die GABI-KAT-Linie 559C07 zeigte bei der Aus-
wertung weder einen dem Wildtyp noch der las-4-
Linie entsprechenden Phänotyp sondern einen
intermediären Seitentrieb-Phänotyp. Das Potenzi-
al, Seitentriebe zu bilden, nahm bei dieser Linie
in einem Gradienten von den jüngsten zu den
ältesten Rosettenblattachseln ab. Ob in dieser
Linie wichtige regulatorische Elemente zerstört
worden sind, konnte nicht eindeutig geklärt wer-
den. Einzelne PCR-Experimente zeigten, dass der
Bereich von -118 bis -89 und damit der Bereich
um den Transkriptionsstartpunkt deletiert war.
Die Sequenzierung von PCR-Produkten der 79
Nukleotide vor dem Translationsstartpunkt und
des offenen Leserasters zeigten keine Deletionen. 
Alle anderen T-DNA-Insertions-Linien hatten
keinen Effekt auf die Seitentriebbildung. Daraus
kann man schließen, dass sich in den durch die
Integration verloren gegangenen Sequenzab-
schnitten keine wichtigen regulatorischen Elemen-
te befinden. Diese Bereiche wurden daher bei der
weiteren Analyse der 5’-Region außer Acht gelas-
sen. Dem gegenüber wurde die Region um die 
T-DNA-Insertionsstelle -696 in die Suche nach
trans-Regulatoren einbezogen (siehe Kap. 5.2.6).
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Die Analyse der las-4-Mutante ‘D)’ zeigte, dass in der
Mutante nur in den vier jüngsten Rosettenblattachseln
Seitentriebe angelegt wurden. Die Zählung der Seiten-
triebe der Wildtyp-Kontrolle ‘C)’ zeigte bis Blattachselpo-
sition 28 eine 100%ige Seitentriebbildung. Transgene
Pflanzen mit den Konstrukten pAE62 ‘A)’ oder pAE64 ‘B)’
bildeten bis über diese Position hinaus in jeder ausge-
zählten Achsel eine Knospe (bis Pos. 33 bzw. 30). 
Durch die Klonierung der 3’-Sequenz aus Tomate
in ein nicht-komplementierendes Arabidopsis-Kon-
strukt, war es möglich, die las-4-Mutante zu komple-
mentieren. Ebenso wie in Tomate spielte es keine Rol-
le, ob der 3’-Bereich vor oder hinter dem ORF – in die-
sem Fall dem LAS-ORF – lag. 
Abb. 5.2_Xiii |
Klonierungsschritte für die Komplementationskonstrukte, die den Tomaten 3’-Bereich beinhalten.
Das ca. 1804 nt große Fragment aus Tomate wurde in den Zwischenvektor pAE59 des kleinsten nicht mehr komplementierenden Konstruktes (pAE60)
aus Arabidopsis kloniert. Der Zwischenvektor pAE59 weist im 5’-Bereich eine singuläre XhoI-Schnittstelle und im 3’-Bereich einen SwaI-NotI-Linker
auf. Das stromabwärts gelegene Fragment aus Tomate wurde auf Plasmid pTS11A amplifiziert und über Restriktionsschnittstellen zum einen über die
XhoI-Schnittstelle vor das LAS-Gen, zum anderen in den SwaI-NotI-Linker hinter das LAS-Gen gesetzt (Primer: siehe Tabelle 3.4_X, ‘Material’).
Abb. 5.2_XIV |
Zusammenfassung der Auswertung von Pflanzen mit Komplementationskonstrukten, die den  3’-Bereich des Tomaten Ls-Gens beinhalten.
Transgene Pflanzenlinien mit den Konstrukten pAE62 und pAE64 verhalten sich in ihrer Seitentriebbildung wie Wildtyplinien.
5.2.3 • Transkomplementation des las-4-Phänotyps in A. thaliana durch 
3’-regulatorische Elemente aus Tomate
Im nächsten Schritt galt es zu klären, ob sich
der stromabwärts gelegene Bereich aus Arabidop-
sis, der für Komplementationen mit kurzen 5’-
Bereichen nötig ist (Kap. 5.2.1.2), durch Sequenz-
bereiche aus Tomate ersetzen lässt und, ob der
Integrationsort des 3’-regulatorischen Elementes
in Relation zum LAS-ORF für die Komplementa-
tion unerheblich ist. 
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In dem Sequenzabschnitt, der für die Komplemen-
tation entscheidend war (-820 bis -800) wurden drei
nah aneinander liegende CArG-Boxen identifiziert. Die-
se beginnen bei Position -836 und enden bei Position
-753. Die CArG-Boxen werden nachfolgend entspre-
chend der Position des Nukleotids am 5’-Ende
benannt. In dem Bereich von -836 bis -753 liegen die
CArG-Boxen -836, -795 und -762. Der Promotor des
LAS homologen Gens von Capsella rubella weist
einen Teil der in der Arabidopsis-Sequenz vorkom-
menden CArG-Boxen an nahezu den gleichen Positio-
nen auf. In der Tomatensequenz konnten nur zwei
CArG-Boxen in der Nähe des Ls-Gens gefunden wer-
den. Diese lagen in dem 1804 nt langen 3’-Fragment,
das für die Transkomplementation eingesetzt wurde
(1356 bzw. 1659 nt hinter dem Ls-ORF).
5.2.4 • Identifizierung von cis-regulatorischen Elementen im LATERAL SUPPRESSOR Promotor
Durch Komplementationsversuche konnte der
Bereich, der für die Funktion des LATERAL SUP-
PESSOR  Gens in der Meristeminitiation nötig ist,
eingegrenzt werden. Zusammenfassend konnten
folgende Schlüsse aus den Komplementations-
analysen gezogen werden:
- Ein proximales regulatorisches Element befindet
sich in der Region von -820 bis -800 vor dem Trans-
lationsstartpunkt.
- Zusätzlich zu den stromaufwärts gelegenen Regio-
nen ist ein 3547 nt großes 3’-Fragment für eine
vollständige Komplementation des Seitentriebphä-
notyps notwendig.
- Ein weiteres 5’-Element befindet sich -2910 bis
-1447 vom Translationsstartpunkt entfernt. Es kann
funktionell durch ein stromabwärts zum Gen gele-
genes Motiv ersetzt werden.
- Eine T-DNA Insertion an Position -696 und eine
damit verbundene Deletion der stromabwärts gele-
genen Sequenzbereiche bis -265 führt zu einem 
las-4-ähnlichen Phänotyp.
- Eine T-DNA Insertion an Position -120 und eine
damit verbundene Deletion der Sequenzbereiche
bis -89 führt zu einem intermediären Seitentrieb-
Phänotyp.
- Ein 1804 nt großes 3’-Element aus Tomate ist funk-
tionell in Arabidopsis.
Die Suche nach regulatorischen Elementen
beschränkte sich zunächst auf die Region -820 bis
-800, da hier ein sehr kleiner Bereich von nur 20
Nukleotiden über Komplementation bzw. Nicht-Kom-
plementation entscheidet. In dem Bereich um -820
war eine Anhäufung von so genannten CArG-Boxen
festzustellen. Diese CArG-Boxen bestehen aus einer
Abfolge von 10 Nukleotiden (C/G)2 (A/T)6 (C/G)2. In der
Literatur sind sie als Bindestellen für die Transkrip-
tionsfaktor-Familie der MADS-Box-Proteine beschrie-
ben (Hayes et al., 1988; Riechmann et al., 1996).
-836
LAS
CrLs
Ls
CArG box
-1000
-795 -762
-500
-1000 -500
+1500 +1000
+1659 +1356
Abb. 5.2_XV |
CArG-Boxen in der Umgebung des LATERAL SUPPRESSOR Gens in Arabidopsis, Capsella rubella und Tomate.
Dargestellt sind die relativen Positionen von CArG-Boxen (hellgrüne Rechtecke) in der 5’-Region von Arabidopsis und Capsella und in der 3’-Region
von Tomate. Die CArG-Boxen sind entsprechend der Position des Nukleotids am 5’-Ende benannt. Die zwei senkrechten Striche kennzeichnen den
Beginn der Konstrukte pAE52 und pAE60, die – transformiert in die las-4-Mutante – den Seitentrieb-Phänotyp komplementieren bzw. nicht komple-
mentieren können. 
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Die Anhäufung der CArG-Boxen im 5’-Bereich
des LAS-ORF war Anlass Komplementationskon-
strukte zu erstellen, in denen einzelne oder meh-
rere dieser CArG-Boxen deletiert wurden. Aus-
gangspunkt für die Erstellung von Konstrukten in
denen kleine Sequenzabschnitte deletiert werden
sollten, waren die Konstrukte pAE42 und pAE43
mit einem 1447 nt bzw. 820 nt langen 5’-Bereich
und einen 4346 nt langen 3’-Bereich. 
AgelXhol
LAS
LAS
LAS
pAE42:
pAE104:
pAE67:
Ascl
Ascl
Pstl
Ascl
Ascl
Agel
Agel
XholAscl Pstl
XholAscl Pstl
Abb. 5.2_XVI |
Exemplarische Darstellung der Klonierung eines CArG-Box-Deletionskonstruktes.
Das Konstrukt pAE42 dient als Template für eine PCR mit einem 5’-Primer, der direkt hinter der zu deletierenden Sequenz paart und der mit einer
PstI-Schnittstelle beginnt, und einem 3’-Primer, der hinter der singulären Schnittstelle AgeI paart (Primer: siehe Tabelle 3.4_VIII, Material). Das PCR-
Produkt und das Konstrukt pAE22 wurden mit PstI und AgeI gespalten und das PCR-Fragment in Konstrukt pAE42 ligiert. In einer zweiten PCR auf
dem Konstrukt pAE42 mit einem 5’-Primer, der vor dem Polylinker liegt (forward-Primer) und einem 3’-Primer, der unmittelbar vor der zu deletieren-
den Sequenz liegt und eine zusätzliche PstI-Schnittstelle besitzt. Das PCR-Produkt und der Zwischenvektor pAE104 wurden mit XhoI und PstI gespal-
ten und das Fragment in den Vektor ligiert. Es entsteht der Zwischenvektor pAE67, dessen genomisches Fragment über die AscI-Schnittstelle in den
Pflanzentransformationsvektor pGPTV-Bar-AscI umgesetzt wird.
Abb. 5.2_XVII |
Schematische Darstellung der CArG-Box-Positionen vor dem Transkriptionsstart von LAS und die entsprechende Nukleotidsequenz dieses Bereiches. 
Die oberste Sequenz mit ihren Hervorhebungen zeigt die Wildtyp-Sequenz. Darunter sind die durch Deletion entstandenen Änderungen der Sequenz
angegeben. Konstrukt pAE72 basiert auf dem Zwischenvektor pAE43. Hier wurden 12 nt vor und hinter der Insertionsstelle -696 deletiert. Die ande-
ren Konstrukte basierten auf dem Zwischenvektor pAE42. Im Konstrukt pAE68 wurden die CArG-Box -836 und 5 nt vor und hinter der CArG-Box dele-
tiert. In den Konstrukten pAE74 beginnt der deletierte Bereich 5 nt vor der CArG-Box -795 und endet 5 nt hinter der CArG-Box -762. In Konstrukt
pAE76 beginnt der deletierte Bereich 5 nt vor der CArG-Box -836 und endet 5 nt hinter der CArG-Box -762 (Primer: siehe Tabelle 3.4_XI, ‘Material’).
Damit fehlte in diesen Konstrukten neben den CArG-Boxen auch der Bereich zwischen ihnen.
5.2.5 • Komplementation des las-4-Phänotyps mit Konstrukten 
in denen cis-regulatorische Elemente deletiert sind
Es wurden vier verschiedene Konstrukte
erstellt. In einem Konstrukt wurden die, die
T-DNA-Insertion umgebenden, Nukleotide ent-
fernt (pAE72). Im Konstrukt pAE68 fehlte die am
weitesten stromaufwärts gelegene CArG-Box -836.
In Konstrukt pAE74 sind die CArG-Boxen -762 und
-795 deletiert und in Konstrukt pAE76 sind die
drei CArG-Boxen -762, -795 und -836 deletiert.
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Für das Konstrukt pAE68 wurde eine makroskopi-
sche Auswertung von transgenen Linien durchgeführt
(Abb. 5.2_XVIII, ‘A)’). Die transgenen Pflanzen weisen 
100 % Seitentriebbildung bis zur Rosettenblattposition
22 auf. Der Vergleich zu den analysierten Pflanzen der
Wildtyplinie, die bis zur Position 19 in jeder Achsel
einen Seitentrieb anlegten ‘B)’, zeigte, dass mit diesem
Konstrukt der las-4 Phänotyp komplementiert werden
konnte. Die Konstrukte pAE74 und pAE76 sind erst zum
Ende der Doktorarbeit in die las-4-Mutante transfor-
miert worden. Aus zeitlichen Gründen konnte eine
detailierte Analyse nicht durchgeführt werden. Transge-
ne Pflanzen der T1-Generation, die das Konstrukt pAE72
enthalten, wurden dekapitiert und das Auswachsen der
Seitentriebe verfolgt. Alle Pflanzen zeigten einen dem
Wildtyp ähnlichen Verzweigungsphänotyp. Nach der
Dekapitierung kam es zu einem vermehrten Auswach-
sen von Seitentrieben ‘D)’.
Die Untersuchungen des 5’-Bereiches des LATERAL
SUPPRESSOR-Gens in A. thaliana ergaben, dass der
Sequenzbereich stromaufwärts von -820 keinen Einfluss
auf die Funktionalität des Gens hatte, solange ein lan-
ger 3’-Bereich vorlag (pAE9-14; Kap. 5.2.1.1). Weder
Deletionen noch T-DNA-Insertionen vor -820  wirkten
sich auf die Funktion von LAS aus (T-DNA-Insertionen;
Kap. 5.2.2). Eine Verkürzung des 5’-Bereiches um weite-
re 20 nt führte jedoch zu einem Funktionsverlust
(pAE70; Kap. 5.2.1.1). Dies lässt die Vermutung zu, dass
sich wichtige regulatorische Elemente innerhalb dieser
kurzen Sequenzabfolge befinden. Deletion, die auf
Insertionen einer T-DNA in der Region bis -800 beru-
hen, führten nicht zu einem Verlust der LAS-Aktivität
(GABI-KAT-Linien H und I, Kap. 5.2.2). Nur die Insertion
der T-DNA SALK 040683 führte zu einem las-4 ähn-
lichen Seitentrieb-Phänotyp und die Integration der
T-DNA der Linie 559C07 zu einem partiellen Funktions-
verlust bei der Seitentriebinitiation. In beiden Fällen
war aber nicht die Insertion sondern die damit verbun-
denen Deletionen der stromabwärts der Insertionstellen
liegenen Bereiche für den Phänotyp verantwortlich.
Eine Deletion, der die T-DNA-Insertionsstelle der SALK-
Linie umgebenden Nukleotide, hatte keinen Einfluss
auf die Regulation des LAS-Gens (pAE72, Kap. 5.2.5).
...
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Abb. 5.2_XVIII |
Auswertung der Pflanzen, die ein Komplementationskonstrukt besitzen, in dem der Bereich um die T-DNA-Insertion deletiert ist
Transgene Pflanzenlinien mit dem Konstrukt pAE68 ‘A)’ zeigen ein dem Wildtyp ‘B)’ ähnlichen Verzweigungs-Phänotyp. Pflanzen, die mit dem Kon-
strukt pAE72 transformiert wurden ‘D)’, zeigen ein Auswachsen mehrerer Seitentriebe nach der Dekapitierung und ähneln damit dem Wildtyp.
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Die mit Hilfe von Komplementationsanalysen
und der Untersuchung von T-DNA-Insertionslinien
als mögliche cis-regulatorische Bereiche identifi-
zierten Sequenzabschnitte wurden im Anschluss
in einem Hefe-Ein-Hybrid-Ansatz für die Suche
nach trans-regulatorischen Faktoren verwendet.
Mit dieser Methode sucht man nach Proteinen,
die an bestimmte DNA-Sequenzen binden kön-
nen. Hierzu wurden die Mitglieder einer Trans-
kriptionsfaktorbank an eine Aktivatordomäne
fusioniert und Reporterkonstrukte erstellt, die in
ihrer Promotorregion die DNA-Sequenz enthalten,
für die bindende Proteine gesucht wurden. Wenn
bei der Durchmusterung der Transkriptionsfaktor-
bank ein Protein an die eingefügten cis-Elemente
des Promotors bindet wird die Reporterfunktion
(HIS3-Gen) ausgelöst. Die DNA-Protein-Interaktion
führt zu einem Wachstum auf dem Selektionsme-
dium. Das Durchsuchen einer Hefe-Ein-Hybrid-
Bank wurde nach einem Protokoll der Arbeits-
gruppe Uhrig durchgeführt, das auf der Konjuga-
tion zweier Hefestämme unterschiedlichen Kreu-
zungstyps beruht (siehe Kap. 4.25, ‘Methoden’).
Die selbstaktivierende Eigenschaft des Histidin-
Minimalpromotors wurde durch die Zugabe des
Inhibitors 3-AT unterdrückt. 
Mit verschiedenen Abschnitten des 5’-Berei-
ches des LAS-Gens aus A. thaliana wurde die
Transkriptionsfaktorbank durchsucht. Um die
hierzu benötigten Konstrukte anzufertigen, wur-
den Oligonukleotide verwendet, in denen die
putative, regulatorische Sequenz dreifach hinter-
einander gesetzt wurde (Primer: siehe Tabelle
3.4_XI, ‘Material’): 
5.2.6 • Identifizierung von möglichen trans-regulatorischen Faktoren 
Die unterschiedlichen Ziel-Reporter wurden in
den Hefestamm AH109 transformiert und mit der
in den Hefestamm Y187 transformierten Trans-
kriptionsfaktorbank konjugiert. Die Effizienz der
Konjugation wurde durch das Ausstreichen eines
Aliquots des Ansatzes auf SD-L bestimmt. Zur
Selektion von möglichen mit cis-regulatorischen
Elementen des LAS-Promotors inter-agierenden
Proteinen erfolgte der Ausstrich der resultieren-
den Zygoten auf SD-LH- bzw. SD-LHU-Platten,
denen zwischen 5 und 10 mM 3-AT zugefügt war.
Die gewachsenen Kolonien wurden für eine Test-
PCR lysiert und PCR-Produkte unterschiedlicher
Größe sequenziert.
- Bereich zwischen den CArG-Boxen -836 und -795 (pAE90)
(-820)  CGG CAT CAG AAT CTC AAC GAG  (-800)
- Bereich um die EcoRI-Schnittstelle bei -800 (pAE92)
(-809)  TCA ACG AGA ATT CCC ATT TT  (-788)
- Bereich um die T-DNA-Insertionsstelle der Linie 040683 (pAE98)
(-725)  TGG GCC ATC TCC ACG ATC CA  (-703)
Aus der Durchmusterung mit dem Bereich zwischen den CArG-Boxen -836 und -795 ergaben sich folgende Inter-
aktionspartner:
- Zink-Finger Protein (BRH1) (At3g61460)
- TCP6 (At5g23280)
- Zink-Finger Protein (C3HC4-Typ) (At2g30580)
- TCP22 (At5g08070) 2 x
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Mit allen verwendeten Motiven wurden Protei-
ne der TCP-Familie als mögliche Interaktionspar-
ter in der Durchmusterung der Hefe-Ein-Hybrid-
Bank gefunden. Mit dem Bereich um die T-DNA-
Insertionsstelle wurde der Transkriptionsfaktor
TCP6 mehrfach gefunden. Eine genauere Betrach-
tung der eingesetzten Sequenz zeigte, dass die
ersten sechs Nukleotide des Elements der für TCP-
Proteine beschriebenen Bindestelle TGGGCC ent-
sprachen (Citerne et al., 2003). 
Mit dem Motiv um Position -800  wurde ein
zur Familie der MYB-Proteine gehörendes Protein
(MYB32; At4g34990) mehrfach gefunden wurde.
Zudem traten weitere drei MYB-Gene bei der
Suche mit der dritten DNA-Sequenz auf. Eine Bin-
destelle für MYB-Proteine der Nukleotidabfolge
ACGT (Hartmann et al., 2005) lag aber in keinem
der beiden cis-Elemente vor. 
Mit Hilfe der Software „genevestigator“
(www.genevestigator.ethz.ch) wurden die Expres-
sionsorte der Transkriptionsfaktoren mit der
Expression des LAS-Gens verglichen. Dabei war die
in dieser Software angegebene Expression des LAS-
Gens in allen 30 untersuchten Organen sehr
schwach. Die höchste Expression wurde in Kallus-
gewebe und in den Seitenwurzeln gefunden. Die
Expressionslevel in jungen Blüten oder dem SAM
war sehr gering. Eine Vorhersage möglicher Trans-
kriptionsregulatoren von LAS mit diesem Pro-
gramm ist nur schwer möglich. 
Daraufhin wurde mit dem Programm „Expres-
sion Angler“ nach Regulatoren von LAS gesucht
(http://bbc.botany.utoronto.ca/ntolls/cgi-
bin/ntolls_expression_angler.cgi). Das Programm
sucht anhand von in einer Datenbank vorhande-
nen Informationen über die Expression des LAS-
Gens nach den Genen, die eine ähnliche Expres-
sion aufweisen und gibt das Ergebnis der Suche in
einer Liste aus. In dieser Liste tauchte unter den
ersten 50 Genen mit ähnlichem Expressionsmu-
ster zu LAS keines der Gene auf, die bei dem Hefe-
Ein-Hybrid-Screen gefunden wurden.  
... Folgende Interaktionspartner wurden mit dem Bereich um die EcoRI-Schnittstelle bei -800 gefunden:
- MYB32 (At4g34990) 18 x
- AP2 Domain Transkriptionsfaktor   (At2g33710)
- SCL14 (At1g07530)
- TAFII-31 (At1g54140)
- Histon-Acetyltransferase (At5g09740)
- TCP22 (At5g08070) 2 x
- TCP3 (At1g53230)
Mit dem Bereich um die T-DNA-Insertionstelle (-696) wurden folgende Proteine als putative Transkriptionsregula-
toren identifiziert:
- Zink-Finger Protein ZAT11(C2H2-Typ) (At2g37430) 
- TCP6 (At5g23280) 6 x
- Zink-Finger Protein (GATA-Typ) (At5g26930)
- MYB8 (At1g35515) 2 x
- MYB-Familie; Transkriptionsfaktor (At4g09460) 2 x
- Zink-Finger Protein C3HC4-Typ) (At1g63840)
- MYB-Familie; Transkriptionsfaktor (At1g06180)
- AP2 Domain; Transkriptionsfaktor (At2g28550)
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TCP-Gene sind in verschiedenen Spezies
bekannt (Cubas et al., 1999). Funktionell werden
sie in zwei Klassen aufgeteilt. Gene der Klasse I, zu
der TCP6 gehört, regulieren die Genexpression
positiv. Sie stimulieren das Zellwachstum und die
Zellteilung in jungen Blattprimordien. Die zur
Klasse II gehörenden TCP-Gene wirken negativ auf
die Zellteilung (Citerne et al., 2003). Die bei der
Durchmusterung der Transkriptionsfaktorbank
gefundenen Kandidaten TCP6 und TCP22 wurden
nochmals auf Interaktion mit den regulatorischen
Elementen der Konstrukte pAE90 und pAE98
untersucht. Dazu wurden die Konstrukte zusam-
men mit verschiedenen TCP-Expressionskonstruk-
ten in den Hefestamm AH109 transformiert und
auf Selektionsmedium wachsen gelassen. Als Kon-
trollen wurden zwei weitere zur TCP-Familie gehö-
rende Proteine, die dem TB1-Protein am ähnlich-
sten sind, mit den Konstrukten pAE90 bzw. pAE98
in Hefe cotransformiert (TCP11 und TCP21).
Ein Wachstum auf Selektionsmedium konnte
nachgewiesen werden, wenn die regulatorischen
Elemente mit dem TCP6-Protein cotransformiert
wurden. Für das TCP22-Protein konnte die Inter-
aktion mit dem Bereich zwischen den CArG-Boxen
-836 und -795 nicht bestätigt werden. Hier war
allerdings eine schwache Interaktion mit der
Region um die T-DNA-Insertionsstelle (-696;
pAE98) feststellbar. Bei der als Kontrolle gewähl-
ten Cotransformation mit einem Konstrukt, das
das TCP11-Gen exprimiert, traten keine Kolonien
auf. Das TCP21-Protein interagierte mit dem
Bereich zwischen den CArG-Boxen -836 und -795
(pAE90). 
Konstukt Protein Hefe-Wachstum
pAE90 At5g23280/TCP6 ++
pAE98 At5g23280/TCP6 +++
pAE90 At5g08070/TCP22 -
pAE98 At5g08070/TCP22 +
pAE90 At1g68800/TCP11 -
pAE98 At1g68800/TCP11 -
pAE90 At3g18550/TCP21 +++
pAE98 At3g18550/TCP21 -
5.2.7 • TCP-Proteine als mögliche trans-regulatorische Faktoren
Abb. 5.2_XIX |
Ergebnisse der Doppeltransformation von putativen cis-regulatorischen Elementen mit verschiedenen trans-Faktoren. 
Das Hefe-Wachstum ist in verschiedene Intensitäten unterteilt (+++: starkes Wachstum, mehr als 10 Kolonien; -: keine Kolonie).
pAE90: Bereich zwischen den CArG-Boxen -836 und -795; pAE98: Bereich um die T-DNA-Insertionsstelle der SALK-Linie 040683
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Im 5’-Bereich des LAS-Gens in A. thaliana und
dem 3’-Bereich des Ls-Gens in Tomate ist das Auftre-
ten mehrerer CArG-Boxen auffällig. In Arabidopsis ist
in dem für die Komplementation bedeutenden
Bereich eine Gruppe von drei CArG-Boxen vorhanden
und in Tomate liegen zwei CArG-Boxen in dem als
Enhancer diskutieren 3’-Bereich (siehe Abb. 5.2_XV).
Bei einer dieser zwei CArG-Boxen (1659 nt hinter
dem Stoppcodon) ist die Sequenzabfolge bei 9 der
10 Nukleotide identisch zu der CArG-Box -762 in Ara-
bidopsis. Neben Komplementationskonstrukten, in
denen die einzelnen CArG-Boxen im Promotor von
LAS deletiert wurden, sollte noch ein zweiter Ansatz
verfolgt werden, um eine mögliche Bedeutung von
MADS-Box-Proteinen bei der Regulation des LAS-Gens
zu untersuchen. Eine Durchmusterung der Transkrip-
tionsfaktorbank ist dabei nicht sinnvoll, da für
MADS-Box-Proteine gezeigt werden konnte, dass sie
als Homo- bzw. bevorzugt als Heterodimer an DNA
binden (Shore und Sharrocks, 1995). In vivo wird
sogar die Bildung von Tetrameren diskutiert (Tröbner
et al., 1992; Riechmann et al., 1996). Mit dem in Kap.
5.2.6 beschriebenen Screen könnten daher nur
MADS-Box-Proteine als Interaktionspartner für die
CArG-Boxen gefunden werden, die als Homodimer
binden. Der Ansatz, der in dieser Arbeit verfolgt wur-
de, war die Suche nach MADS-Box-Mutanten, die
einen las-ähnlichen Phänotyp haben. Dieser Ansatz
setzte voraus, ein Gen zu finden, das in vivo an
einem Entwicklungsschritt beteiligt ist, in dem auch
LAS eine Rolle spielt und das den gleichen Expres-
sionsort und Expressionszeitpunkt wie LAS aufweist. 
Die lateral suppressor Mutante aus Tomaten
besitzt neben ihrem Seitentriebphänotyp einen
Abszissionszonenphänotyp. An der Abszissionszone
findet nach der Fruchtreifung die Ablösung der
Frucht von der Infloreszenz statt. Beim Entfernen der
Frucht entsteht entlang der Abszissionszone eine
glatte Bruchfläche. Mikroskopisch betrachtet kann
man hier viele kleine Zellen sehen, die wenig vakuo-
lisiert sind (Greb, 1999). In der ls-Mutante wird zwar
eine Abszissionszone ausgebildet; sie ist jedoch nicht
funktionell. Bei Loslösung der Frucht von der Inflo-
reszenz entsteht keine glatte Fläche. Vielmehr lässt
sich die Frucht nur erschwert ablösen und die Struk-
tur wird entlang der Abszissionszone aufgebrochen
(siehe Abb. 5.2_XX; ‘E)’). Ebenfalls einen Defekt in der
Abszissionszone zeigt die jointless-Mutante (j; ‘A)’) aus
Tomate; sie bildet keine Abszissionszonen (“joints”)
aus (Mao et al., 2000). 
5.2.8 • Charakterisierung der Doppelmutante jointless;lateral suppressor in Tomate
Abb. 5.2_XX |
Nahaufnahme der Abszissionszone in der 
jointless-Mutante ‘A)’, in der Wildtyplinie Garde-
ner ‘B)’,’C)’ und in der ls-Mutante ‘D)’, ‘E)’. 
In der j-Mutante ist keine Abszissionszone aus-
gebildet ‘A)’. Während die Ablösung der Frucht
bei der Wildtyplinie zu einer glatten Bruchflä-
che führt (‘C)’, Pfeile) bricht in der ls-Mutante
die Struktur auf (‘E)’, Pfeile).
A) B) C)
D) E)
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Neben dieser phänotypischen Veränderung
konnte auch mit Hilfe von GUS-Expressionskon-
strukten (pTS9; pLs::GUS) in Tomate gezeigt wer-
den, dass das Ls-Gen in der Abszissionszone expri-
miert wird (Schmitt, 1999). Es sollte untersucht
werden, ob das JOINTLESS-Protein ein möglicher
regulatorischer Faktor des Ls-Gens ist. Hierzu wur-
de eine jointless;lateral suppressor-Doppelmutante
etabliert und deren Phänotyp untersucht. 
Abb. 5.2_XXI |
Nahaufnahme von vegetativen Achseln ‘A)’, ‘B)’, ‘C)’ und Infloreszenzen ‘D)’, ‘E)’, ‘F)’, ‘G)’ der joint-
less-, der lateral suppressor-Mutante und der j;ls-Doppelmutante. 
In der jointless-Mutante ‘A)’ werden im Gegensatz zur ls-Mutante ‘B)’ und zur j;ls-Doppelmutante
‘C)’ Seitentriebe angelegt. Die Blüten der jointless-Mutante ‘D)’ weisen keine Abszissionszonen und
die Blüten der ls-Mutante ‘E)’ keine Petalen auf. Die Doppelmutante bildet weder Petalen ‘F)’
noch Abszissionszonen ‘G)’ aus.   
A) B) C)
D) E) F)
G)
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In den vegetativen Achseln der jointless-
Mutante wurden Seitentriebe angelegt (Abb.
5.2_XXI; ‘A)’). Dem gegenüber zeigte die Doppel-
mutante einen der ls-Mutante entsprechenden
Seitentrieb-Phänotyp ‘C)’; ebenso wie in der ls-
Mutante ‘B)’ waren die vegetativen Blattachseln
leer. Die Nahaufnahme der Infloreszenz zeigt das
Fehlen von „joints“ am Übergang von der Inflores-
zenz zur Blüte. Die Blüte der ls-Mutante zeichnet
sich durch das Fehlen der Petalen ‘E)’ aus. In der
Doppelmutante wurden weder Petalen ‘F)’ noch
Abszissionszonen ‘G)’ angelegt. Die jointless;lateral
suppressor-Doppelmutante verhielt sich hinsicht-
lich der Anlage von Seitentrieben in der vegetati-
ven Phase wie die ls-Mutante und hinsichtlich der
Bildung einer Abszissionszone in der reprodukti-
ven Phase wie die jointless-Mutante. Die Effekte
waren additiv. 
Zudem wurde in die jointless- und in die joint-
less;lateral suppressor-Doppelmutante ein GUS-
Expressionskonstrukt (pTS9; pLs::GUS; Schmitt,
1999) über Kreuzung eingebracht und die Expres-
sion in Blüten unterschiedlicher Entwicklungssta-
dien mit denen in der Wildtyplinie Moneymaker
verglichen.  
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Mit Hilfe von Reporterkonstrukten (Fusion des
beta-Glucuronidase-ORF mit dem LAS-ORF) wurde
die Promotor-Aktivität von verschiedenen Kon-
strukten untersucht. Die Expression in transgenen
Pflanzen, die Konstrukte mit unterschiedlich lan-
gen 5’-Bereichen enthielten, galt es mit den in
situ Hybridisierungsdaten (Greb et al., 2003) zu
vergleichen. Zudem wurde nach Expressionsorten
gesucht, die bisher aufgrund der schwachen
Expression des LAS-Gens nicht identifiziert werden
konnten. Es wurde das Expressionsmuster in vege-
tativen Apizes und in Blüten verschiedener Ent-
wicklungsstadien untersucht. 
Ausgangspunkt für die Klonierungen der GUS-
Reporterkonstrukte war das Konstrukt pES29
(pGreenII0229). Die Bereiche vor und hinter dem
offenen Leseraster des LAS-Gens gleichen dem für
die Komplementation der las-4 Mutante verwen-
deten Konstrukt pES22 (Kap. 5.2.1.1). Im Konstrukt
pES29 ist das LAS-ORF mit dem GUS-ORF fusio-
niert. 
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In der Wildtyplinie trat eine GUS-Färbung im
basalen Bereich der Blüte und an der Abszissions-
zone (Abb. 5.2_XXII; Pfeile, ‘A)’, ‘B)’) auf. Die ls-
Mutante zeigte Signale in den Abszissionszonen
(verschiedene Blütenstadien: ‘C)’, ‘D)’, ‘E)’. Die Sig-
nalstärke war geringer als in der Wildtyplinie und
die GUS-Expression am Blütenboden trat hier
nicht auf. Sowohl in der ls-Mutante als auch in
der Wildtyplinie trat eine Färbung der Staubblät-
ter und der Narbe auf (ls: ‘D)’; Wildtyp: ohne
Abbildung). In der jointless-Mutante war eine
Expression in den Staubblättern ‘G)’, ‘H)’, ‘I)’, in der
Narbe ‘J’) und am Blütenboden ‘F)’ feststellbar. In
wenigen Linien waren die basalen Bereiche der
Petalen ‘G)’ gefärbt und nur in einer von sieben
getesten Linien konnte eine Färbung in dem
Bereich der Blütenstiele, in dem im Wildtyp die
Abszissionszone liegt, detektiert werden (‘I)’ Pfeil).
Der Übergang Blüte - Infloreszenz zeigte ein GUS-
Signal, das weder in der Wildtyplinie, der ls-
Mutante noch in der Doppelmutante auftrat. In
der j;ls-Doppelmutante trat entlang der Stiele kei-
ne GUS-Färbung auf. Nur die Staubblätter und die
Narbe von älteren Blüten zeigten ein Signal. 
Abb. 5.2_XXII |
GUS-Färbungen von transgenen Linien, die das Konstrukt pTS9 enthalten
Die Abbildung zeigt die Expressionen in einzelnen Blüten der Wildtyplinie Moneymaker (‘A)’ ‘B)’), der ls-Mutante (‘C)’, ‘D)’, ‘E)’) der j-Mutante (‘F)’-’J)’)
und der j;ls-Doppelmutante (‘K)’-’L)’). In der Wildtyplinie ( ‘A)’, ‘B)’) tritt die GUS-Färbung bei Blüten der verschiedensten Entwicklungsstufen im basa-
len Bereich der Blüte und an der Abszissionszone auf. Die ls-Mutante zeigt Signale in den Abszissionszonen (verschiedene Blütenstadien: ‘C)’, ‘D)’, ‘E)’)
und in den Staubblättern und der Narbe (‘D)’). In der jointless-Mutante ist eine Expression in den Staubblättern (‘G)’, ‘H)’, ‘I)’), in der Narbe (‘J)’), am
Blütenboden (‘F)’) und in Einzelfällen an der Basis der Petalen (‘G)’) feststellbar. Der Bereich der Blütenstiele, in dem in der Wildtpylinie die Abszis-
sionszone liegt, ist nur in einer von sieben Linien gefärbt (‘I)’). Der Übergang Blüte - Infloreszenz zeigt ein GUS-Signal (‘F)’), das weder in der Wildtypli-
nie, in der ls-Mutante noch in der Doppelmutante auftritt. In der j;ls-Doppelmutante zeigen Staubblätter und Narbe von älteren Blüten ein Signal
(‘J)’, ‘L)’).
...
J) K) L)
jointless jointless;lateral suppressor jointless;lateral suppressor
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Zunächst wurde die Funktionalität der Kon-
strukte untersucht. las-4-Mutanten wurden mit
den entsprechenden Konstrukten transformiert
und anhand makroskopischer Untersuchungen
wurde getestet, welches in die Mutante transfor-
mierte Konstrukt in der Lage war, den wildtypi-
schen Phänotyp wieder herzustellen. 
In Pflanzen der las-4-Mutante (Abb. 5.2_XXIV
‘H)’) wuchsen Seitentriebe nur aus den Achseln
der jüngsten fünf Rosettenblätter aus. Der Pro-
zentsatz an gebildeten Seitentrieben pro Achsel
betrug an keiner Position 100 %. In der Wildtypli-
nie ‘G)’ trat bis zu Rosettenblattachsel 28 in jeder
analysierten Achsel ein Seitentrieb bzw. eine Kno-
spe auf. Die Auswertung der Pflanzenlinien mit
den Konstrukten pAE15-pAE20 zeigte an keiner
Position entlang des Sprosses eine hundertprozen-
tige Seitentriebbildung. Während in den Pflanzen,
die Konstrukte mit langem 5’-Bereich trugen, Sei-
tentriebe bis in der Rosettenblattachsel 11 bzw. 9
angelegt wurden (‘A)’, ‘B)’, ‘C)’), wurden in Pflanzen
mit dem Konstrukt pAE18 in nur einer von 20
Linien noch ein Seitentrieb an Position 16 gebil-
det ‘D)’. Pflanzen, die das Konstrukt pAE19 oder
20 trugen, bildeten nur in einem Teil der unter-
suchten Pflanzen Seitentriebe in den jüngsten
sechs bzw. drei Rosettenblattachseln. Damit wur-
den in der transgenen Linie des Konstruktes
pAE20 noch in weniger Pflanzen Seitentriebe
angelegt, als in den las-4-Pflanzen. Es war nicht
möglich den las-4-Phänotyp mit Konstrukten, die
das Fusionsprotein LAS:GUS exprimieren, vollstän-
dig zu komplementieren. Vielmehr zeigten alle
transgenen Pflanzenlinien nur einen gering von ls
abweichenden Seitentrieb-Phänotyp.
Die Analysen der transgenen Linien mit Kon-
strukten mit sukzessiv verkürztem 5’-Bereich vor
dem LAS-ORF zeigten, dass eine vollständige Kom-
plementation möglich war (Abb. 5.2_II). Konstruk-
te, in denen das LAS-ORF mit dem GUS-ORF fusio-
niert war, haben diese Fähigkeit verloren. Dies
lässt vermuten, dass die C-terminale Fusion zu
dem Funktionsverlust führte. Um klären zu kön-
nen, ob das Reportergen trotz Verlustes der Kom-
plementationsfähigkeit exprimiert wird, wurden
verschiedene Linien auf GUS-Aktivität untersucht.
Für die Expressionsstudien wurden zum einen-
Pflanzen 28 Tage unter Kurztagbedingungen
angezogen und dann das Expressionsmuster in
vegetativen Apizes analysiert. Zum anderen
Abb. 5.2_XXIII |
GUS-Expressionskonstrukte mit sukzessiv verkürztem 5’-Bereich.
Das Konstrukt pES29 basiert auf dem Pflanzentransformationsvektor pGreenII0229, dessen Resistenzgen den nos-Promotor trägt..
Das Konstrukt besitzt Anteile des ORF des Gens At1g55570 (1602 nt) und einen 5’-Bereich von 4124 nt. Stromabwärts des Fusionsproteins lie-
gen 4346 nt 3’-Sequenz. Das Konstrukt weist im Polylinker die singuläre Schnittstelle BamHI und im ORF des LAS-Gens die Schnittstelle AgeI
auf. Es wurden unterschiedlich lange PCR-Produkte amplifiziert, die am 5’-Ende die Restriktonsschnittstelle BamHI trugen und deren 3’-Ende
hinter der Schnittstelle AgeI lag (Primer: siehe Tabelle 3.4_VIII, ‘Material’). Der binäre Vektor und das PCR-Produkt wurden mit BamHI und
AgeI gespalten und das PCR-Produkt in den linearisierten Vektor ligiert. 
...
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Abb. 5.2_XXiV |
Zusammenfassung der makroskopischen Untersuchung von Pflanzen, die GUS-Expressions-Konstrukte mit unterschiedlich langen 5’-
Bereichen enthalten.
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Abb. 5.2_XXV |
GUS-Färbungen von transgenen Arabidopsis-Linien, die die GUS-Reporter-Konstrukte pAE20, pES29
und pAE16 enthalten.
Die Abbildung zeigt die GUS-Expressionen im vegetativen Apex (‘A)’; pAE20) und in einzelnen Blü-
tenständen bzw. Blüten von Pflanzen, die das Konstrukt pES29 (‘B)’-’E)’) oder pAE16 (‘F)’, ‘G)’) besit-
zen (Längsschnitte). 
Im vegetativen Apex ist die GUS-Expression in den Achseln der jüngeren Blätter am stärksten (‘A)’,
Pfeile), zudem tritt eine GUS-Färbung an der Basis aller Blätter und im SAM (Pfeilspitze) auf. 
Ein starkes GUS-Signal liegt im Gynozeum älterer Blüten ‘B)’ und in allen Wirteln jüngerer Blüten
‘C)’, ‘D)’ vor. Innerhalb des Gynozeums ist die Expession im adaxialen Bereich am stärksten ‘E)’.
Die Ovarien zeigen in verschiedenen Entwicklungsstadien der Blüte die stärkste Expression ‘E)’,
‘F)’. In Pollen ist keine Expression erkennbar ‘F)’, ‘G)’. 
‘A)’: 10-fache Vergrößerung (10 x), ‘B)’: 10 x, ‘C)’: 10 x, ‘D)’: Nahaufnahme von ‘C)’, ‘E)’: 20 x,  
‘F)’: 10 x, ‘G)’: 20 x, Nahaufnahme von ‘F)’.
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wurden die Pflanzen nach 28 Tagen Kurztag in
den Langtag transferiert und das Expressionsmu-
ster in Blüten 4 Wochen nach dem Transfer unter-
sucht. Für die GUS-Expressionsanalyse wurden nur
T2-Linien mit einem Transgen untersucht. Die ver-
schiedenen transgenen Linien zeigten allerdings
eine große Variabilität in ihrer Expressionsstärke.
Für die GUS-Analysen wurden je vier bis elf trans-
gene Linien eines Konstruktes untersucht und die-
se in starke und schwache Linien unterteilt. Unter
der Annahme, dass die starken Linien das maxi-
male Expressionsniveau repräsentieren, wurden
hier nur transgene Linien mit einer vergleichs-
weise starken Expression dokumentiert. Es konn-
ten keine Unterschiede hinsichtlich des Expres-
sionsortes bei Pflanzen mit unterschiedlich lan-
gem 5’-Bereich festgestellt werden. Aus den Kom-
plementationsversuchen (Kap. 5.2.1.1) war
bekannt, dass bei Konstrukten mit einem langen
3’-Bereich ein 5’-Bereich von 820 nt für eine voll-
ständige Komplementation aussreicht. Alle für die
Expression notwendigen regulatorischen Elemente
lagen in dem kleinsten Konstrukt pAE20 vor.
Damit sollten transgene Linien, die dieses Kon-
strukt besitzen, das korrekte und vollständige
Expressionsmuster aufweisen. Die vegetativen Api-
zes zeigten eine ohne zusätzliche vergrößernde
Hilfsmittel wahrnehmbare GUS-Färbung. Längs-
schnitte durch den Apex zeigten Signale weit über
die durch in situ Hybridisierungen bestimmte
Expressionsdomäne von LAS hinaus. Neben einem
Signal in den Achseln der jüngeren Blätter, tratt
eine GUS-Färbung an der Basis der Blätter und im
SAM auf (Abb. 5.2.XXV, ‘A)’). Exemplarisch wurden
die GUS-Färbungen in Blüten von Linien, die die
Konstrukte pES29 und pAE16 enthielten, abgebil-
det (‘B)’-’G)’).
In jungen Blüten war eine Expression in allen
Organen der Blüte detektierbar ‘D)’ (Nahaufnah-
me von ‘C)’), während sich bei älteren Blüten die
Expression auf das Gynözeum (‘E)’, ‘F)’) beschränk-
te. Die Expression im Gynözeum war dabei im
adaxialen Bereich stärker als im abaxialen ‘E)’ und
in den Ovarien war die Expression über verschie-
dene Entwicklungsstadien der Blüte am stärksten
‘E)’, ‘F)’. In den Antheren und in den Pollen war zu
verschiedenen Entwicklungsstadien keine Expre-
sion erkennbar ‘F)’, Pfeil, ‘G)’. 
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In Tomate und A. thaliana konnte für das LATERAL
SUPPRESSOR (Ls bzw. LAS) Gen ein wesentlicher
Einfluss auf die Anlage von Lateralmeristemen
gezeigt werden. Die Mutanten zeichnen sich
durch die Abwesenheit von Seitentrieben in der
vegetativen Phase aus (Rossberg et al., 2001; Greb
et al., 2003). In der Literatur beschriebene Ger-
sten-Mutanten (uniculm1 und uniculm2) weisen
eine reduzierte Anlage von Lateralmeristemen auf
(Kirby, 1973; Bossinger et al., 1992). Ein erstes Ziel
der Doktorarbeit war die Isolierung und Kartie-
rung von LAS-homologen Genen aus Gerste, um
festzustellen, ob diese Phänotypen durch eine
Mutation in den LAS-homologen Genen ausgelöst
werden. 
In Reis ist eine Mutante bekannt, die einen Defekt
im LAS-homologen Gen MONOCULM1 aufweist.
Diese Mutante bildet im Vergleich zum Wildtyp
nur den Haupttrieb und keine Seitentriebe (Li et
al., 2003). Bei einer Datenbanksuche konnten
zwei homologe Gene (OsLs1 und OsLs2) in Reis
gefunden werden, welche bei einem genomwei-
ten Vergleich von GRAS-Genen zwischen Reis und
Arabidopsis bestätigt wurden (Tian et al., 2004).
Bei dem einen Gen handelt es sich um MONO-
CULM1 (MOC1; OsLs1) und bei dem zweiten Gen
mit dem Namen OsGRAS-7 (Os7) um OsLs2. Mit
Hilfe von reisspezifischen Primern konnten auf
genomischer Gersten-DNA zwei Teilsequenzen
LAS-homologer Gene amplifiziert werden. Die Kar-
tierung des HvLs1-Gens beruhte auf einer SSCP-
Analyse, die durch Sequenzierung bestätigt wurde.
Das Gen liegt auf dem Gersten-Chromosom 1. Ver-
gleichende Studien in Gräsern zeigten, dass Gene
und ihre Abfolge innerhalb der Poaceae sehr kon-
serviert sind (Gale und Devos, 1998). Das MOC1-
Gen liegt auf Chromosom 6 des Reis-Genoms. Das
homologe Gen in Gerste sollte anhand der verglei-
chenden Studien auf Chromosom 7 des Gersten-
Genoms liegen. Das Os7-Gen liegt auf Chromosom
2, was dem Gersten-Chromosom 6 entspricht
(Kurata et al., 1994 und Van Deyne et al., 1995).
Die Kartenposition der uniculm1- und uniculm2-
Mutanten sind bekannt. Nach Babb et al. (2003)
und Pozzi et al. (2003) liegt die uniculm1-Mutation
auf Chromosom 3 und die uniculm2-Mutation auf
Chromosom 6 des Gerstengenoms. Vergleicht man
die vorhergesagten chromosomalen Positionen
mit den bekannten Kartenpositionen der uni-
culm1- und uniculm2-Mutante, so könnte die uni-
culm2-Mutante auf einen Defekt im Os7-homolo-
gen Gersten-Gen HvLs2 zurückzuführen sein. Die
Kartenposition von HvLs1 auf Chromosom 1
stimmt nicht mit der auf Syntheniestudien beru-
henden vorhergesagten Kartenposition überein
(Gale und Devos, 1998). Zudem kann ausgeschlos-
sen werden, dass eine der zwei uniculm-Mutatio-
nen auf einen Defekt im HvLs1-Gen zurückzufüh-
ren ist. 
Eine Schwierigkeit, die bei der Amplifikation von
LAS-homologen Genen von nicht vollständig
sequenzierten Spezies auftritt, ist die Entschei-
dung, ob es sich bei dem amplifizierten Sequenz-
abschnitt um das zu LAS oder das zu einem ande-
ren Gen der GRAS-Genfamilie orthologe Gen han-
delt. Zu der Familie der GRAS-Gene gehören in
Arabidopsis 32 Gene und in Reis 57 Gene (Tian et
al., 2004). Die gewonnene Sequenzinformation
wurde in einer Datenbanksuche eingesetzt und
bestätigte den Kandidaten, da mit der Sequenz
des HvLs1-Gens das MOC1-Gen aus Reis als ähn-
lichste Sequenz angezeigt wurde. Damit konnte
ausgeschlossen werden, dass ein anderes Gen der
Genfamilie amplifiziert und die Kartenposition
dieses Gens bestimmt wurde. 
Die vom Programm MAPMAKER angegebenen
Abstände des HvLs1-Gens zu den nächstliegenden
Markern mit 3,7 bzw. 1,1 cM liegen in einem für
eine Kartierungspopulation von 155 Individuen zu
erwartenden Abstand. Die Segregation der Kartie-
rungspopulation wurde in zwei unabhängigen
Verfahren bestimmt und die Kartierung lieferte
ein eindeutiges Ergebnis. Daher kann davon aus-
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gegangen werden, dass HvLs1 wirklich auf Chro-
mosom 1 liegt. Vergleicht man die Genome von
Weizen und Gerste, so findet man fast vollständi-
ge Kolinearität. Die in Einzelfällen bekannten
Unterschiede in der Sequenzabfolge werden auf
den Prozess der Artbildung zurückgeführt. Aller-
dings ist der zu Grunde liegende Mechanismus
unbekannt und die Ereignisse scheinen zufällig
aufzutreten (Gale und Devos, 1998). Für das Mais-
Genom werden Änderungen der Genabfolge auf
die im Genom vorhandenen Transposons zurück-
geführt, die bei einer Transposition genomische
Fragmente mitreißen und an anderer Stelle ins
Genom integrieren (Morgante et al., 2005). Im Fall
des HvLs1-Gen könnte eine Veränderung im
Genom der Grund sein, warum die Kartenposition
nicht mit der auf Sequenzvergleich beruhenden
prognostizierten Position übereinstimmt.
Die Kartenposition des zweiten Gersten-Gens
HvLs2 konnte nicht bestimmt werden, da inner-
halb des ca. 8 kb großen isolierten und sequen-
zierten Bereiches kein für die Kartierung benötig-
ter Polymorphismus zwischen den beiden Eltern
vorlag. Wichtig für eine Population ist die geneti-
sche Variabilität zwischen den Eltern. Diese sollte
so groß sein, dass in allen zu kartierenden Berei-
chen Polymorphismen vorliegen. Die Eltern Proc-
tor und Nudinka und die darauf aufbauende Kar-
tierungspopulation sind zwar bereits zur Kartie-
rung anderer Gene verwendet worden. Es kann
aber nicht ausgeschlossen werden, dass die Vertei-
lung bzw. das Auftreten von Polymorphismen auf
den verschiedenen Chromosomenabschnitten
unterschiedlich ist. Um dennoch klären zu kön-
nen, ob eine der uniculm-Mutationen auf einen
Defekt im HvLs2-Gen zurückzuführen ist, wurden
die HvLs2-Sequenzen der beiden uniculm-Mutan-
ten sequenziert und mit dem Wildtyp verglichen.
Trotz nicht auftretender Sequenzabweichungen
kann nicht ausgeschlossen werden, dass Defekte
in regulatorischen Sequenzen des HvLs2-Gens vor-
liegen und diese für den uniculm-Phänotyp ver-
antwortlich sind.
In Gerste sowie in Reis, liegen zwei LAS-homologe
Gene vor, die aus einer Genduplikation resultieren
können. Das zu LAS orthologe Gen aus Reis ist das
MONOCULM1-Gen (44 % identische Proteinse-
quenz). Der Defekt im MONOCULM1-Gen beruht
auf einer Insertion eines 1,9-kb-Retrotransposons
im offenen Leseraster. Das Ausschalten dieses
Gens führt zu einer gestörten Anlage von Seiten-
trieben (Tian et al., 2004). Mit dieser Beobachtung
als Grundlage ist anzunehmen, dass ein Defekt in
dem zu MOC1-homologen Gersten-Gen ebenfalls
zu einer deutlichen Reduzierung der Verzweigung
führen sollte. Doch welche Funktionen erfüllen
dann die weiteren homologen Reis- bzw. Gersten-
Gene? Eine ältere These besagt, dass ein durch
Genduplikation entstandenes Gen eine neue
Funktion übernimmt (Neofunktionalisierung) oder
sich zu einem funktionslosen Pseudogen (Pseudo-
genisierung) entwickelt (Ohno, 1970). In einer jün-
geren Theorie wird diskutiert, dass das duplizierte
Gen auch zu einer Subfunktionalisierung mit par-
tieller Redundanz führen kann. Um dies gewähr-
leisten zu können, sollten Teile der regulatori-
schen Elemente der beiden Gene übereinstimmen
(Moore und Purugganan, 2005). Die MOC1-Mutan-
te bildet keine Seitentriebe aus. Das zweite zu
LAS-homologe Gen in Reis, Os7, kann daher kei-
nen wesentlichen Einfluss auf die Seitentriebiniti-
ation ausüben. Allerdings wird MOC1 auch eine
Funktion beim Auswachsen der Seitentriebe zuge-
schrieben. Das zweite LAS-homologe Reis-Gen
(Os7) weist eventuell eine partielle Redundanz
zum MOC1-Gen auf. MOC1 und Os7 könnten beim
Auswachsen der Seitentriebe z.B. zu unterschied-
lichen Entwicklungsstadien der Pflanze eine Rolle
spielen. Dies ist auch für die zwei LAS-homologen
Gersten-Gene denkbar. Die Proteinsequenz des
HvLs2-Gens zeigt zwar in den konservierten Berei-
chen starke Abweichungen zu der des HvLs1-Gens,
gegen die Theorie der Pseudogenisierung für
HvLs2 spricht aber, dass die Sequenz in einer EST-
Datenbank gefunden wurde. Eine partielle Redun-
danz zwischen den Gersten-Genen HvLs1 und
HvLs2 ist nur möglich, wenn die Gene zumindest
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teilweise koexprimiert werden. Dies bedeutet,
dass sie ähnliche regulatorische Elemente besitzen
müssen (Arnone und Davidson, 1997). Ein Ver-
gleich der stromaufwärts gelegenen Sequenzberei-
che von HvLs1 und HvLs2 zeigte jedoch keine
stark konservierten Bereiche innerhalb der ersten
1000 Nukleotide vor dem offenen Leseraster. Ver-
gleicht man die stromaufwärts und stromabwärts
gelegenen Sequenzen mit den aus Arabidopsis
und Tomate bekannten Daten, so findet man Bin-
demotive für MADS-Box-Proteine 356 nt vor und
1088 nt hinter dem offenen Leseraster des HvLs1-
Gens. Diese CArG-Boxen werden in den dikotylen
Pflanzen als Bindestelle für Regulatoren diskutiert
(siehe Kap. 6.2). Sie könnten sogar Bestandteil
einer über die Grenze der dikotylen Pflanzen hin-
weg konservierten transkriptionellen Regulation
sein. 
Da einerseits die Kartierungsanalyse und anderer-
seits die Sequenzierung der Kandidatengene in
den verschiedenen Gersten-Mutanten gezeigt hat,
dass die Phänotypen der uniculm1- und
uniculm2-Mutanten nicht auf einen Defekt im
HvLs1- bzw. HvLs2-Gen zurückzuführen sind, ist zu
diskutieren, ob ein drittes zu LAS homologes Gen
aus Gerste für den uniculm-Phänotyp verantwort-
lich ist. Die Sequenzierung des Reisgenom ist
abgeschlossen und Untersuchungen des Genoms
zeigten, dass es in Reis zwei LAS-homologe Gene
gibt. Das Gersten-Genom ist 5000 Mb groß und
damit um den Faktor 12 größer als das Reis-
Genom (430 Mb). Trotz hoher Anteile an repetiti-
ver DNA ist es denkbar, dass mehr als zwei LAS-
homologe Gene in Gerste vorliegen und dass ein
Defekt in einem nicht bekannten HvLs-Gen für
den uniculm-Phänotyp verantwortlich ist. Das
würde aber bedeuten, dass HvLs1 und HvLs2
nicht funktional sind. 
Um die Funktion der HvLs-Gene untersuchen zu
können, ist ein RNAi-Ansatz, der zu einem loss-of-
function-Phänotyp führt, interessant. Würden die
LAS-homologen Gene eine ähnliche Funktion in
Gerste erfüllen, wie sie für Reis, Arabidopsis und
Tomate gezeigt wurde, so würde ein Defekt in der
Anlage von Lateralmeristemen und ein damit ein-
hergehender Verzweigungs-Phänotyp erwartet
werden. Ein alternativer Ansatz stellt die Durch-
musterung einer Tilling-Population dar (McCallum
et al., 2000). Am Scottish Crop Research Institute
wurde eine Tilling-Population von 25.000 unab-
hängigen EMS-mutagenisierten M2 Pflanzen eta-
bliert, die nach Allelen der HvLs-Gene durchsucht
wird.
Ein weiteres aussagekräftiges Experiment wären
RNA in situ Hybridisierungsexperimente mit von
den zwei isolierten HvLs1- und HvLs2-Genen abge-
leiteten Sonden. So könnte das Expressionsmuster
der Gersten LAS-Homologen im Wildtyp und den
Verzweigungsmutanten uniculm1 und uniculm2
untersucht werden. Dies würde es ermöglichen
die Initiation von Achselmeristemen und das Aus-
wachsen von Seitentrieben in Gerste besser zu
verstehen. Die Seitentriebentwicklung in monoko-
tylen Pflanzen könnte in einzelne Teilschritte
unterteilt werden. Zusätzlich wären in situ Hybri-
disierungen in den uniculm-Mutanten mit einem
bekannten meristematischen Marker interessant.
In situ Hybridisierungen in Reis mit einer auf dem
OSH1-Gen basierenden Sonde deuteten an, dass
das Reis KNOX-Gen ein Zielgen von MOC1 sein
könnte. OSH1 wird sowohl im SAM als auch in den
Achselmeristemen exprimiert. Es konnte jedoch
nicht in der moc1-Mutante detektiert werden (Li et
al., 2003). In Gerste wäre eine Sonde des Hooded-
Gens als Marker für das Apikalmeristem geeignet
(Müller et al., 1995). 
Bei den in der Literatur als Verzweigungsmutan-
ten beschriebenen uniculm-Mutanten wurde ein
Defekt in den LAS-homologen Genen HvLs1 und
HvLs2 vermutet. Die in Reis beschriebene lax
panicle-Mutante (lax) weist eine reduzierte Ver-
zweigung sowohl in der vegetativen als auch in
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der reproduktiven Phase auf, was auf das Fehlen
von Lateralmeristemen zurückzuführen ist
(Komatsu et al., 2003). Die entsprechende Mais-
Mutante barren stalk1 zeichnet sich durch die
Unterdrückung aller Achselmeristeme aus (Galla-
votti et al., 2004). Die Gene beider Mutanten
kodieren bHLH-Transkriptionsfaktoren. LAX wird
als ein auf die monokotylen Pflanzen begrenzter
Regulator der Sprossverzweigung diskutiert, da
Datenbankanalysen zeigten, dass im Arabidopsis-
Genom kein LAX-Homolog vorliegt (Komatsu er al.,
2003). Aufgrund der ähnlichen Phänotypen der
lax- und der uniculm-Mutanen, wäre ein Defekt
im LAX-orthologen Gen als Ursache für den uni-
culm-Phänotyp denkbar. Vergleicht man neben
dem Verzweigungsphänotyp auch den Inflores-
zenzphänotyp der Gersten-Mutanten mit Verzwei-
gungsmutanten anderer Spezies, so zeigt die
blind-Mutante aus Tomate neben den Verzwei-
gungsdefekten auch einen vergleichbaren Phäno-
typ in der Infloreszenz. Die blind-Mutante weist
nicht nur eine geringe Verzweigung der Inflores-
zenz, sondern auch eine reduzierte Zahl an ausge-
bildeten Blüten auf (Schmitz et al., 2002). In der
uniculm2-Mutante liegen die Ährchen in der obe-
ren Hälfte der Infloreszenz ungeordnet vor (Babb
und Muehlbauer, 2003). Blind gehört zur Familie
der R2R3-MYB-Gene. In Arabidopsis weisen sechs
Gene in der MYB-Domäne Homologie zu Blind
auf. Es konnte gezeigt werden, dass in der
myb37;myb38;myb84-Tripelmutante in den mei-
sten Blattachseln keine Lateralmeristeme angelegt
werden (Müller, 2005). Datenbanksuchen mit der
Sequenz verschiedener MYB-Gene dieser Subklasse
führen zu einer Anzahl an Genen aus Reis, die
Ähnlichkeiten von bis zu 85 % aufweisen. Für die
uniculm-Mutanten ist der Verzweigungsdefekt
jeweils auf eine bestimmte Kartenposition im
Genom zurückzuführen. Damit wäre in Gerste ein
Gen für einen Seitentriebphänotyp verantwortlich,
der in Tomate ebenfalls durch das Ausschalten
eines Gens, in Arabidopsis nur durch das Ausschal-
ten mehrerer redundanter Gene erzielt werden
kann. In der Evolution von A. thaliana kam es zu
mehreren Genomduplikationen und daran
anschließenden Verlusten von Genen (Vision et al.,
2000). Blind wäre nicht das einzige Gen, dass
mehr homologe Gene in einer dikotylen als in
einer monokotylen Pflanze aufweisen würde. Es
ist aber auch denkbar, dass funktionell redundan-
te MYB-Gene aus Gerste über einen gemeinsamen
Mechanismus reguliert werden und dass der Phä-
notyp der uniculm-Mutanten auf einem Defekt in
einem Regulatorgen beruht. 
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Um regulatorische Elemente des LATERAL SUP-
PRESSORS Gens zu identifizieren, wurden verschie-
dene Konstrukte mit unterschiedlichen 5’- und
3’-Bereichen hinsichtlich ihrer funktionellen Kom-
plementation überprüft. Dies ermöglicht es, für
die Komplementation des Verzweigungsphänotyps
notwendige Bereiche innerhalb des Gens zu
bestimmen. Genomische DNA-Fragmente, die das
ORF und die 5’- und 3’-Sequenz beinhalten, wur-
den in die las-4-Mutante integriert. Unabhängige
transgene Linien, die nur eine komplette Kopie
des Transgens besitzen, wurden hinsichtlich ihres
Phänotyps analysiert. Auf eine makroskopische
Auswertung von transgenen Linien, die mehr als
eine Kopie des Transgens trugen, wurde wenn
möglich verzichtet, da die erzielten Ergebnisse nur
schwer mit den Ergebnissen von Pflanzen mit nur
einem Transgen vergleichbar sind. Das Einbringen
mehrerer Genkopien könnte zu einer Suppression
und damit zu keiner Komplementation des
mutanten Phänotyps führen. Es ist aber auch
denkbar, dass die Integration mehrerer T-DNA zu
einer Überexpression des Gens und damit zu einer
Verstärkung des zu untersuchenden Phänotyps
führt. So konnte z.B. bei Komplementationsversu-
chen mit dem MOC1-Gen gezeigt werden, dass
Pflanzen, die drei Kopien des Transgens besaßen,
eine höhere Anzahl an Seitentrieben aufwiesen,
als Pflanzen mit nur einer Kopie (Li et al., 2003).
Durch die Komplementationsversuche konnten
Sequenzabschnitte identifiziert werden, die für die
Funktion des LATERAL SUPPESSOR Gens in der
Meristeminitiation nötig sind. Eine Komplementa-
tion des las-4-Seitentriebphänotyps ist zum einen
mit einem Konstrukt möglich, dass stromaufwärts
mindestens 820 nt und stromabwärts einen
3’-Bereich von mindestens 4346 nt besitzt. Ein um
20 Nukleotide auf 800 nt verkürztes Konstrukt ver-
liert diese Fähigkeit. Durch die Verkürzung im
5’-Bereich geht ein Element für die Komplementa-
tion und damit für die korrekte transkriptionelle
Regulation des LAS-Gens verloren. Die 20 Nukleo-
tide (-820 bis -800), die in Arabidopsis im Kon-
strukt pAE50 gegenüber dem komplementieren-
den Konstrukt pAE15 fehlen, wurden in einem
Hefe-Ein-Hybrid-Screen eingesetzt. An diese
Sequenz binden Zink-Finger Proteine (At3g61460
und At2g30580) und zur Familie der TCP-Gene
gehörende Transkriptionsfaktoren (TCP6;
At5g23280 und TCP22; At5g08070). Die Familie
der TCP-Gene wurde nach ihren ersten drei Mit-
gliedern teosinte branched aus Mais (tb), cycloidea
aus Antirrhinum und den PCF1- und PCF2-Fakto-
ren aus Reis benannt (Cubas et al., 1999). Die Mit-
glieder dieser Genfamilie weisen eine gemeinsa-
me Domäne auf, die eine basische Helix-Loop-
Helix Struktur besitzt. Für die PCF-Proteine konnte
gezeigt werden, dass die TCP-Domäne an DNA
binden kann (Kosugi und Ohashi, 1997). Die TCP-
Gene der mono- und dikotylen Pflanzen lassen
sich in zwei distinkte Gruppen aufteilen. Eine
Gruppe zählt zu den tb1-cyc-ähnlichen Genen
(Klasse I) und die andere zu den pcf-ähnlichen
Genen (Klasse II) (Lukens und Doebley, 2001). Um
die Funktion dieser Gene zu erklären wird ein
Modell vorgeschlagen, nach dem das Wachstum
der Organe durch die antagonistische Wirkung der
Klasse I und II TCP-Gene reguliert wird. Die zur
Klasse I gehörenden Gene unterdrücken die Diffe-
renzierung, während Gene der Klasse II positiv auf
die Differenzierung wirken (Li et al., 2005). Da für
das LAS-Gen ebenfalls diskutiert wird, dass es die
meristematische Identität der Zellen erhält (Greb
et al., 2003), könnten TCP-Proteine mögliche
Regulatoren von LAS sein. Das TEOSINTE BRAN-
CHED 1-Gen hat einen Einfluss auf die Seitentrieb-
entwicklung in Mais. Die zwei zu TB1 ähnlichsten
Gene in Arabidopsis (TCP11; At1g68800 und
TCP21; At3g18550) sind im Hefe-Ein-Hybrid-Ver-
such als Kandidaten getestet worden. Für das
TCP21-Protein konnte dabei eine Interaktion mit
dem Sequenzabschnitt -820 bis -800 festgestellt
werden. Um die Spezifität dieser Interaktion
untersuchen zu können, wären z.B. Modifikatio-
nen der Sequenz oder Gelshift-Versuche eine sinn-
volle Ergänzung. 
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Eine Komplementation des las-4-Seitentriebphä-
notyps ist ausserdem mit einem Konstrukt mög-
lich, dass wie Konstrukt pAE15 stromaufwärts 
820 nt, stromabwärts aber nicht 4346 nt sondern
nur 3547 nt besitzt (Konstrukt pAE86). Eine weite-
re Verkürzung des 3’-Bereichs auf 3133 nt bei
gleich lang bleibendem 5’-Bereich führt zum Ver-
lust der Komplementationsfähigkeit. Das bedeu-
tet, dass mindestens ein weiteres regulatorisches
Element im stromabwärts gelegenen Bereich zwi-
schen +3133 und +3547 liegt. Innerhalb dieser
Sequenz wurden keine Motive gefunden, die als
Bindestelle für Transkriptionsfaktoren beschrieben
sind. In Tomate ist ebenfalls ein langer 3’-Bereich
für die Komplementation nötig. Dieses 3’-Element
von 1804 nt wirkt ortsunabhängig auf das Ls-Gen
(Schmitt, 1999). Innerhalb dieser Sequenz befin-
den sich vermutlich verschiedene regulatorische
Elemente, von denen mindestens eins seine Funk-
tion auch in Arabidopsis erfüllen kann. Das klein-
ste nicht mehr komplementierende Konstrukt
(pAE60) in Arabidopsis wurde durch das 3’-Ele-
ment aus Tomate ergänzt, indem dieses einmal
vor und einmal hinter das LAS-ORF gesetzt wurde.
Beide Konstrukte (pAE62 und pAE64) führen nach
Transformation in die las-4-Mutante zur Komple-
mentation. 
Mit Hilfe des „Phylogenetic Footprinting“ und des
„Phylogenetic shadowing“ konnte gezeigt werden,
dass regulatorische Elemente orthologer Gene, die
dieselbe Funktion übernehmen, konserviert sind
(Hong et al., 2003). Für die Suche nach regulatori-
schen Bereichen wurde die Tomatensequenz mit
den stromauf- und stromabwärts gelegenen Arabi-
dopsis-Sequenzen, die für eine Komplementation
notwendig sind, verglichen. Um cis-regulatorische
Elemente zu identifizieren, wurde das Programm
PRECISE (Prediction of Regulatory CIS-Acting Ele-
ments, Wageningen) verwendet (Trindade et al.,
2005). Die Identifizierung von cis-Elementen
erfolgt durch Sequenzvergleich und Abgleich mit
einer Motiv-Datenbank. Innerhalb der verschiede-
nen Sequenzen wird nach Motiven gesucht, die
mit einer hohen Frequenz auftreten. 
Eine Sequenzauffälligkeit im 3’-Bereich des Ls-
Gens ist eine Abfolge von 25 Nukleotiden, die
979 nt hinter dem Translationsstopppunkt und
innerhalb des 1804 nt langen 3’-Elements liegen.
Dieses Sequenzmotiv wird auch im 3’-Bereich des
LAS-Gens gefunden. Es beginnt in Arabidopsis
2100 nt hinter dem Stoppcodon. Es handelt sich
bei diesem Element also nicht um das für den
Verlust der Komplementation verantwortliche
regulatorische Element zwischen +3133 und
+3547. Diese Nukleotidsequenz ist im Konstrukt
pAE82 enthalten, welches den las-4-Verzweigungs-
phänotyp nicht komplementieren kann. Damit
kann ausgeschlossen werden, dass es sich um ein
für die Komplementation ausreichendes Element
handelt. Die Nukleotidsequenz wurde ebenfalls in
einem Hefe-Ein-Hybrid-Screen eingesetzt in dem
kein Bindungsprotein isoliert werden konnte. 
Eine Suche nach weiteren Bindemotiven zeigte,
dass z.B. eine Bindestelle für den Transkriptions-
faktor Wuschel (TTAATSS) in Arabidopsis 3168 nt
vor dem Translationsstart und mehrfach im 3’-
Bereich von Tomate (644, 860, 1485) vorliegt.
Innerhalb des 3’-Elements aus Tomate liegen zwei
CArG-Boxen. Diese CArG-Boxen bestehen aus einer
Abfolge von 10 Nukleotiden (C/G)2 (A/T)6 (C/G)2. In
der Literatur sind sie als Bindestellen für die
Transkriptionsfaktor-Familie der MADS-Box-Protei-
ne beschrieben (Hayes et al., 1988; Riechmann et
al., 1996). Im 3’-Bereich liegen die CArG-Boxen
1356 bzw. 1659 nt hinter dem Ls-ORF. Von diesen
weist die CArG-Box 1659 in 9 der 10 Nukleotide
die gleiche Sequenz wie die CArG-Box -762 in Ara-
bidopsis auf. Daher wurde in Tomate nach einer
Mutante gesucht, die einen Defekt in einem mög-
lichen Regulator aufweist. Dieser Ansatz setzte
voraus, dass ein MADS-Box-Gen gefunden wird,
welches in vivo an einem Entwicklungsschritt
beteiligt ist, in dem auch LAS eine Funktion aus-
übt und welches den gleichen Expressionsort und
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Expressionszeitpunkt wie LAS aufweist. Die Toma-
ten-Mutante jointless hat ebenso wie die lateral
suppressor-Mutante einen Defekt in der Bildung
der Abszissionszone (Mao et al., 2000). Während die
jointless-Mutante in ihrer Infloreszenz keine
Abszissionszonen ausbildet, liegen diese in der ls-
Mutante zwar vor, sind aber nicht funktionell.
In der jointless;lateral suppressor-Doppelmutante
werden keine Seitentriebe in den vegetativen Ach-
seln und keine „joints“ am Übergang von der
Infloreszenz zur Blüte angelegt. Zusätzlich werden
keine Petalen in der Doppelmutante angelegt und
die Infloreszenz zeigt blattartige Auswüchse.
Damit verhält sich die Doppelmutante hinsicht-
lich der Anlage von Seitentrieben in der vegetati-
ven Phase wie die ls-Mutante und hinsichtlich der
Bildung einer Abszissionszone in der reprodukti-
ven Phase wie die j-Mutante. Durch die Untersu-
chung des GUS-Expressionsmusters in der
jointless- und der j;ls-Doppelmutante (pTS9;
Schmitt, 1999) konnte eine neue Expressionsdo-
mäne des LATERAL SUPPRESSOR-Gens definiert
werden. In der Wildtyplinie tritt eine GUS-Färbung
im basalen Bereich der Blüte und an der Abszis-
sionszone auf. Die ls-Mutante zeigt Signale in den
Abszissionszonen. Die Signalstärke ist geringer als
in der Wildtyplinie und die GUS-Expression am
Blütenboden tritt nicht auf. Dies deutet auf eine
autoregulatorische Transkription von Ls hin. In
der jointless-Mutante ist eine Expression am Blü-
tenboden feststellbar. In der j;ls-Doppelmutante
tritt an den Blütenstielen keine GUS-Färbung in
dem Bereich auf, in dem die Abszissionszone nor-
malerweise liegt. Stattdessen wurde eine Färbung
an der Basis der Stiele am Übergang zur Inflores-
zenz beobachtet. Die beschriebene Expression von
Ls in der Abszissionszone und der Blütenbasis tritt
in unterschiedlichen Blütenstadien auf. Je jünger
eine Blüte ist, desto näher am Blütenboden liegt
die Abszissionszone. In ganz jungen Blüten liegen
beide Expressionsorte unmittelbar aneinander
(Greb, 1999) und entfernen sich im Laufe der Blü-
tenentwicklung aufgrund des Zellwachstums von-
einander. Daher ist bisher der Blütenboden als
Entstehungsort der Expression gesehen worden.
Der Blütenstiel ist allerdings bei jungen Blüten
nicht morphologisch zu erkennen und die Blüte
sitzt direkt an der Verzweigungsstelle der Inflores-
zenz. Das bedeutet, dass auch der Übergang Blü-
tenstiel – Infloreszenz der Ort sein kann, an dem
die Ls-Expression zuerst auftritt. In der jointless-
Mutante wird die Abszissionszone nicht gebildet
und daher bleibt das Ls-Expressionssignal in der
Achsel und wandert nicht Richtung Blütenboden.
Damit würde JOINTLESS die positionelle Informa-
tion für die Etablierung der Abszissionszone lie-
fern. Das Ls-Gen ist ebenso wie JOINTLESS ein
Regulator, der bei der Etablierung der Abszissions-
zone eine Rolle spielt. Eine Ausage über einen
regulatorischen Einfluss auf JOINTLESS, kann mit
diesem Ansatz nicht gemacht werden. JOINTLESS
ist sowohl im Spross-, im Infloreszenz- und im
Blütenmeristem stark exprimiert und in den Ach-
selmeristemen schwächer, jedoch zu keinem Ent-
wicklungsschritt der Blüte in den Blütenstielen
exprimiert (Mao et al., 2000). Die Funktion von
JOINTLESS kann daher nur durch einen nicht zell-
autonomen Effekt erklärt werden kann. 
Die Bedeutung der für den 5’-Bereich des LAS-
Gens als regulatorische Elemente diskutierten
CArG-Boxen konnte über Komplementationsversu-
che leider nicht aufgedeckt werden. Eine Deletion
einer einzelnen CArG-Box im Promotor wirkte sich
nicht auf die Komplementationsfähigkeit des Kon-
struktes (pAE68) aus. Transgene Pflanzen, die Kon-
strukte mit Deletionen mehrerer CArG-Boxen tra-
gen, konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht
mehr ausgewertet werden. Sollte sich hier eine
Abweichung im Verzweigungsphänotyp zum Wild-
typ zeigen, können die CArG-Boxen als regulatori-
sche Elemente angesehen werden. Der Bereich,
der die CArG-Boxen enthält entspricht dann einem
Modul, welches mehrere Bindestellen für eine
Transkriptionsfaktorfamilie bzw. für eine Auswahl
an Transkriptionsfaktoren einer Familie besitzt.
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MADS-Box-Proteine spielen eine wesentliche Rolle
bei der Blütenbildung. In Arabidopsis und Antir-
rhinum sind eine Vielzahl an homeotischen Blü-
tenmutanten beschrieben. Die Familie der MADS-
Box Gene besteht in Arabidopsis aus 107 Mitglie-
dern (Parenicová et al., 2003). Die Familie wurde
aufgrund ihrer phylogenetischen Beziehungen
innerhalb der MADS-Box Domäne in fünf Gruppen
aufgeteilt. Die größte Subgruppe mit 39 Mitglie-
dern stellt die MIKS-Gruppe dar, zu der alle in der
Literatur beschriebenen MADS-Box-Mutanten
gehören (Parenicova et al., 2003). Zu dem aus
Tomate analysierten jointless-Gen zeigen die Gene
SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP, AGL22) und
AGAMOUS-LIKE24 (AGL24) aus Arabidopsis die
höchste Ähnlichkeit (Becker und Theißen, 2003).
Sie wirken trotz hoher Sequenzidentität antagoni-
stisch auf den Blühzeitpunkt (Hartmann et al.,
2000). Daher ist es auch denkbar, dass innerhalb
des CArG-Boxen-Moduls MADS-Box Proteine ent-
sprechend der NOT-Logik als Aktivatoren und Inhi-
bitoren wirken (Howard und Davidson, 2004). Um
klären zu können, ob MADS-Box-Proteine an der
Regulation des LAS-Gens beteiligt sind, ist ein
Hefe-Ein-Hybrid-Ansatz denkbar, der darauf auf-
baut, dass MADS-Box-Proteine als Homo- bzw.
Heterodimer an DNA binden (Shore und Sharrocks,
1995). In einem Hefestamm werden zwei MADS-
Box-Proteine koexprimiert. Diese sollen nach ihrer
Faltung einen Proteinkomplex bilden, der an
regulatorische Bereiche der DNA binden kann.
Eine Durchmusterung von Hefen, die je zwei koex-
primierte MADS-Box-Proteine in den verschieden-
sten Kombinationen besitzen, könnte mögliche
Regulatoren von LAS liefern. Diese Methode ist zur
Zeit jedoch noch nicht etabliert.  
Bei dem zu Beginn der Arbeit vorliegenden Kon-
strukt pDM26 (Müller, 2001), das einen 5’-Bereich
von 2910 nt aufweist, wurde nach einer auf der
Methode der Dekapitierung beruhenden Analyse
des Verzweigungsphänotyps angenommen, dass
das Konstrukt trotz kurzem 3’-Bereich von 488 nt
den las-4-Verzweigungsphänotyp komplementiert.
Jedoch zeigte eine detailliertere makroskopische
Analyse dieser Pflanzenlinie, dass mit diesem Kon-
strukt nur eine partielle Komplementation des
las-4-Phänotyps möglich ist. Zwei Erklärungen
sind hier denkbar: Einerseits könnte sich ein wei-
teres 5’-Element im Bereich -2910 bis -1447 vor
dem Translationsstartpunkt befinden. Anderer-
seits könnte das gleiche 3’-Element, das im Kon-
strukt pAE84 fehlt, der Grund für die fehlende
Komplementation des las-4-Phänotyps sein. Der
letzte Erklärungsansatz beinhaltet gleichzeitig,
dass der 5’-Bereich wesentlich eingeengt werden
könnte und nur regulatorische Elemente in den
ersten 820 nt vor dem Translationsstart und im
3’-Bereich bis +3547 in Betracht gezogen werden
müssten. Jedoch würde dann erwartet, dass las-4
Mutanten, die mit dem Konstrukt pDM26 trans-
formiert wurden, auch nicht partiell komplemen-
tieren. Da dies nicht zutrifft, muss sich ein weite-
res Element in der Region -2910 bis -1447 befin-
den. Durch Deletion der distalen Bereiche kann
mit Komplementationskonstrukten jeweils nur
der Verlust des ersten notwendigen Elements
erkannt werden. Innerhalb des Minimalbereichs
können sich aber noch weitere notwendige Ele-
mente befinden. Um diese zu identifizieren sind
Komplementationskonstrukte mit internen Dele-
tionen ein möglicher Ansatzpunkt. Für das Ele-
ment in der Region -2910 bis -1447 konnte gezeigt
werden, dass es für eine Komplementation notwe-
nig, jedoch nicht ausreichend ist. Ein im 3’-
Bereich liegendes Element zwischen +3133 und
+3547 kann diese Funktion übernehmen. Damit
befinden sich wichtige regulatorische Elemente in
Arabidopsis in relativ großem Abstand zum offe-
nen Leseraster. Dies ist in Übereinstimmung mit
den Ergebnissen aus Tomate, die zeigten, dass
Komplementation durch ein Konstrukt mit einem
5’-Bereich von 1392 nt und einem 3’-Bereich von
2623 nt möglich ist (Schumacher et al., 1999). 
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Der 5’-Bereich des LAS-Gens sollte neben Komple-
mentationsversuchen auch durch die Analyse von
T-DNA-Insertionslinien untersucht werden. Es wur-
de zunächst davon ausgegangen, dass eine Inser-
tion zwischen regulatorischen Elementen und
dem Transkriptionsstart zu einem las-Phänotyp
führt, da die distalen regulatorischen Elemente
aufgrund der sterischen Hinderung nicht mehr
auf ein proximales Modul vor dem Transkriptions-
startpunkt wirken können. Eine Insertion vor den
regulatorischen Elementen sollte keinen phänoty-
pischen Effekt zeigen. Die Analyse verschiedener
T-DNA-Insertionslinien zeigte jedoch, dass nicht
alle nah des Translationsstartpunkts liegenden
Insertionen zu einem las-Phänotyp führen. Inser-
tionen an Position -804 (GK670E07), -600
(GK736D03) und -519 (070780) und damit verbun-
dene Deletionen von wenigen die Insertionsstelle
umgebenden Nukleotiden verändern nicht den
Verzweigungsphänotyp. Dem gegenüber zeigen
die SALK-Linie 50989 und die GABI-KAT-Linie
559C07, die Insertionen bei -696 bzw. -118 tragen,
einen las-4-ähnlichen bzw. einen intermediären
Seitentriebphänotyp. Beide Insertionen sind mit
einer Deletion eines größeren zur Insertionsstelle
stromabwärts gelegenen Bereichs verbunden. In
der Linie 50989 liegt eine Deletion von minde-
stens 430 nt vor und in der Linie GK559C07 liegt
eine Deletion bis Position -89 vor, die den Trans-
kriptionsstartpunkt bei -95 verändert, so dass er
nicht mehr als solcher erkannt wird. Damit ist ein
vom Wildtyp abweichender Phänotyp nicht durch
räumliche Trennung von distalen regulatorischen
Elementen und Transkriptionsstartpunkt zu erklä-
ren, sondern durch den Verlust von ein oder meh-
reren regulatorischen Elementen in dem Bereich,
der entweder durch Deletion verloren gegangen
ist, oder durch die Zerstörung eines regulatori-
schen Elements, das genau an der Insertionsstelle
lag. In einem Komplementationsversuch wurde
die las-4-Mutante mit einem Konstrukt transfor-
miert, das eine Deletion der die T-DNA-Insertions-
stelle -696 umgebenden Nukleotide aufweist
(pAE68). Dieses Konstrukt führt zu einer Komple-
mentation der las-4-Mutante. Damit kann ausge-
schlossen werden, dass diese 20 Nukleotide, die
an einer Seite der Insertionsstelle liegen, als regu-
latorisches Element definiert werden können. Um
regulatorische Elemente innerhalb des Bereichs
zu identifizieren, der in der SALK-Linie 50989
fehlt, könnten Konstrukte verwendet werden, die
für eine Komplementation ausreichend lange 5’-
und 3’-Bereiche besitzen und verschiedene Dele-
tionen im Bereich -696 bis -236 tragen. 
Als letztes mögliches cis-Element wurde die Nukle-
otidsequenz um die Position -800 hinsichtlich
möglicher Interaktionspartner im Hefe-Ein-
Hybrid-Screen eingesetzt. An dieser Position
beginnt das Konstrukt pAE70, mit dem der las-4-
Phänotyp nicht mehr komplementiert werden
kann. Die Nukleotidsequenz -790 bis -810 inter-
agiert mit einem zur MYB-Familie gehörenden
Protein (MYB22; At4g34990). Eine Funktion dieses
Gens ist nicht beschrieben und daher wurden mit
Hilfe der Software „genevestigator“ (www.geneve-
stigator.ethz.ch) die Expressionsorte des Transkrip-
tionsfaktors mit der Expression des LAS-Gens ver-
glichen. Das MYB22-Gen zeigt den höchsten
Expressionslevel in der Narbe und eine leicht
geringere Expression in den Petalen. Damit ist das
Gen an Orten exprimiert, die auch für das Ls-
Transkript beschrieben sind (siehe GUS-Expression
in Tomate, Kap. 5.2.8). 
Ergänzend zu den Komplementationsanalysen
wurde die transkriptionelle Regulation des LAS-
Gens unter Verwendung von GUS-Reporterkon-
strukten (Fusion des beta-Glucuronidase-ORF mit
dem LAS-ORF) untersucht. Konstrukte mit unter-
schiedlich langen 5’-Bereichen sollten die Infor-
mation liefern, welche Elemente für ein korrektes
Expressionsmuster verantwortlich sind. Zudem
könnten sie verwendet werden, um Expressionsor-
te zu identifizieren, die bisher mit der Methode
der in situ Hybridisierung aufgrund der schwa-
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chen Expression des LAS-Gens nicht identifiziert
werden konnten. Eine Überprüfung der Konstruk-
te hinsichtlich ihrer Funktionalität zeigte jedoch,
dass transgene Linien, die diese Konstrukte besit-
zen, keinen wildtypischen Phänotyp haben. Trotz
des Funktionsverlustes zeigten die GUS-Reporter-
gene eine Expression in der vegetativen und der
reproduktiven Entwicklungsphase von Arabidopsis.
In der vegetativen Phase ist die Expression für die
verschiedenen Konstrukte im Bereich zwischen
SAM und Blattprimordien nachweisbar. Es wurden
nur T2-Linien mit einem Transgen untersucht, um
möglichst vergleichbare Expressionsdaten zu
erhalten. Allerdings zeigen auch diese Linien eine
große Variabilität in ihrer Expressionsstärke. Eine
mögliche Erklärung, ist die Integration der T-DNA
in unterschiedliche Bereiche des Genoms. Studien
zum Integrationsort von T-DNAs zeigen, dass eine
erhöhte Insertionsrate in den 5’-Bereich von
Genen vorkommt (Forsbach et al., 2003). Damit
könnten zusätzliche cis-regulatorische Effekte
genomischer Bereiche auf die Transkription des
Transgens, besonders bei einem so schwachen
Promotor wie dem des LAS-Gens, nicht ausge-
schlossen werden. In situ Hybridisierungen haben
gezeigt, dass das LAS-Transkript in den Achseln
der Blattprimordien und in den Blattachseln von
P0-P20/P22 vorliegt (Greb et al., 2003). Die GUS-
Signale hingegen sind in der vegetativen Phase so
stark, dass sie ohne zusätzliche vergrößernde
Hilfsmittel zu erkennen sind. Neben Signalen in
den Blattachseln ist die Basis der Blätter und ein
Teil des Sprossmeristems gefärbt. Die Untersu-
chung des Expressionsmusters in Blüten unter-
schiedlicher Entwicklungsstufen zeigt Signale
innerhalb von Blütenorganen, in denen mit ande-
ren Methoden kein Signal gefunden wurde. Orga-
ne, für die eine LAS-Expression beschrieben ist,
zeigten demgegenüber kein GUS-Signal. So stehen
den Ergebnissen der Reporterkonstrukte die GUS-
Färbungen aus Tomate gegenüber, die eine starke
Färbung innerhalb der Staubblätter aufwiesen
(siehe Kap. 5.2.7). Damit ist die Aussagekraft die-
ser Konstrukte nicht nur wegen ihrer nicht vor-
handenen Komplementationsfähigkeit, sondern
auch hinsichtlich der GUS-Aktivität nicht vertrau-
enswürdig. Die über die Blattachseln hinweg auf-
tretenden GUS-Signale im vegetativen Apex könn-
te auf eine Diffussion des GUS-Farbstoffes in die
benachbarten Zellen zurückzuführen sein. Aller-
dings können damit nicht die Signale in der Inflo-
reszenz und die fehlende Komplementation
erklärt werden. Eine durch die Fusion mit dem
beta-Glucuronidase-ORF bedingte fehlerhafte Fal-
tung des LAS-Proteins könnte der Grund für die
fehlende Funktionalität sein. Diese könnte viel-
leicht durch die Klonierung eines Linkers zwi-
schen die offenen Leseraster des LAS-Gens und
des GUS-Gens behoben werden. 
Aus mehreren Spezies der Dikotyledonen sind
inzwischen LAS-homologe Gene bekannt. Ein Ver-
gleich der regulatorischen Bereiche könnte erste
Hinweise über eine konservierte Regulierung der
LAS-Expression und damit der Regulation der Sei-
tentriebbildung höherer Pflanzen geben. Die vor-
handenen Sequenzinformationen aus Arabidopsis
und Tomate gilt es mit anderen Sequenzen zu ver-
gleichen. Eine Frage ist, ob die in Arabidopsis und
Tomate definierten regulatorischen Bereiche auch
in den anderen Spezies zu finden sind und ob
eine computergestützte Untersuchung aller
Sequenzdaten weitere bisher unberücksichtigte
Sequenzen als regulatorische Bereiche definiert.
Eine Einbeziehung der Daten aus Gerste und Reis
ist dabei schwierig, da die phylogenetische
Distanz keine Gemeinsamkeiten erwarten lässt.
Zwar liegen die als Bindestelle für Regulatoren
diskutierten CArG-Boxen auch in der Umgebung
des HvLs1-ORF (356 nt vor dem ATG und 1088 nt
hinter dem Stoppcodon), doch ist es für die Suche
nach cis-regulatorischen Elementen sinnvoll, nur
die Promotoren orthologer Gene mit identischer
Funktion einzubeziehen. Ob das HvLs1-Gen das
LAS-orthologe Gen darstellt, ist allerdings nicht
klar. 
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Ein anderer Ansatz, regulatorische Elemente
innerhalb des LAS-Promotors in A. thaliana zu
identifizieren, ist der Vergleich mit den Promoto-
ren von koexprimierten Genen. Hier wird erwar-
tet, dass die Gene ein ähnliches regulatorisches
Element besitzen, das eine Koregulation beider
Gene ermöglicht. Das LAS-Gen und die CUC-Gene
könnten solche koregulierten Gene sein, da sie im
gleichen Gewebe und in zeitlicher Nähe expri-
miert werden (Aida et al., 1997; Takada et al.,
2001). Neben den CUC-Genen ist auch das Trans-
kript des LATERAL ORGAN BOUNDARIES-Gen (LOB)
im Bereich zwischen SAM und Blattprimordium
nachweisbar (Byrna et al., 2002; Shuai et al., 2002)
und daher ein weiterer Kandidat, der gemeinsa-
me regulatorische Elemente mit LAS aufweisen
könnte. Neben transkriptioneller Regulation sind
auch andere Regulationsmöglichkeiten denkbar.
Für CUC-Gene konnte z.B. eine Regulierung
mittels microRNA nachgewiesen werden (Laufs et
al., 2004; Guo et al., 2005), so dass hier minde-
stens zwei parallele Regulationsmechanismen
diskutiert werden müssen.
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Die Architektur einer Pflanze wird im Wesent-
lichen durch die Anordnung der Blätter und die
Anzahl und den Grad des Auswachsens ihrer Sei-
tentriebe bestimmt. In den Achseln der Blattpri-
mordien werden neue Meristeme, so genannte
Lateralmeristeme, angelegt. Diese Meristeme ent-
wickeln sich zu Seitentriebknospen, die später zu
Seitentrieben auswachsen. In der lateral suppres-
sor-4-Mutante (las-4) aus Arabidopsis ist in den
Achseln von Rosettenblättern die Initiation von
Lateralmeristemen unterdrückt, während in der
reproduktiven Phase Seitentriebe in den Achseln
der Stängelblätter angelegt werden (Greb et al.,
2003). Die ls-Mutante aus Tomaten kann mit
einem genomischen Fragment, welches das offe-
ne Leseraster und regulatorische Elemente des
Arabidopsis LAS-Gens umfasst, komplementiert
werden (Greb et al., 2003). Eine Mutation im
orthologen Gen MONOCULM1 aus Reis führt zu
einer Unterdrückung der Anlage von vegetativen
Trieben (Li et al., 2003). Die LAS-Funktion ist also
zwischen monokotylen und dikotylen Pflanzen
konserviert. 
Ziel der Arbeit war die Charakterisierung regulato-
rischer Bereiche des LATERAL SUPPRESSOR Gens
aus A. thaliana. Mit Hilfe von Deletionskonstruk-
ten konnte der Promotor des LAS-Gens näher defi-
niert werden. Eine Komplementation des las-4-
Seitentrieb-Phänotyps ist mit einem Konstrukt,
dass stromaufwärts mindestens 820 nt und strom-
abwärts einen 3’-Bereich von 4346 nt besitzt,
möglich. Ein um 20 Nukleotide auf 800 nt ver-
kürztes Konstrukt verliert diese Fähigkeit. In
ersten in vitro Protein-DNA-Interaktionsstudien
sind mit der Nukeotidsequenz von -790 bis -810
ein MYB-Transkriptionsfaktor (MYB22; At4g34990)
und mit der Nukleotidsequenz von -820 bis -800
zwei zur Familie der TCP-Gene gehörende Trans-
kriptionsfaktoren (TCP6; At5g23280 und TCP22;
At5g08070) als mögliche Regulatoren von LAS
gefunden worden. Ein weiteres notwendiges aber
nicht ausreichendes regulatorisches Element
befindet sich im Bereich -2910 bis -1447 vor dem
Translationsstart. Ein im 3’-Bereich liegendes Ele-
ment zwischen +3133 und +3547 kann diese
Funktion ersetzen. Dies ist in Übereinstimmung
mit Ergebnissen aus Tomate, die zeigten, dass
eine Komplementation durch ein Konstrukt mit
einem 5’-Bereich von 1392 nt und einem 3’-
Bereich von 2623 nt möglich ist (Schmitt, 1999).
Promotoraustausch-Experimente zeigten, dass das
3’-Tomaten-Element funktional in Arabidopsis ist.
Dies lässt die Vermutung zu, dass beide 3’-Berei-
che gleiche Module besitzen. Die Insertion einer
T-DNA (-696; SALK 50989) und die damit verbun-
dene Deletion führt zu einem Verlust von einem
oder mehreren Modulen im 5’-Bereich zwischen
-696 und -265. Eine Suche nach weiteren Binde-
motiven zeigte innerhalb des 5’-Bereiches in Ara-
bidopsis und des 3’-Tomaten-Elements Bindestel-
len für MADS-Box-Proteine, so genannte CArG-
Boxen. GUS-Analysen der jointless;lateral suppres-
sor-Doppelmutante lassen vermuten, dass JOINT-
LESS die Position der Abszissionszone bestimmt.
Ein im Vergleich zum Wildtyp schwächeres Signal
in der ls-Mutante deutet auf eine autoregulatori-
sche Transkription von Ls hin. 
Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Isolierung von
LATERAL SUPPRESSOR homologen Genen aus Ger-
ste. Zwei in der Literatur beschriebene Gersten-
Mutanten (uniculm1 und uniculm2) weisen starke
Defekte in ihrer Seitentriebbildung auf (Kirby,
1973). Kartierungsanalysen und Sequenzierung
der Kandidatengene in den verschiedenen Ger-
sten-Mutanten zeigten, dass die Phänotypen der
uniculm1- und uniculm2-Mutanten nicht auf
einen Defekt im HvLs1- bzw. HvLs2-Gen zurückzu-
führen sind. 
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The architecture of plants is determined by the
number, arrangement and growth intensity of
their sideshoots. Sideshoots are initiated by the
formation of axillary meristems in the axils of lea-
ves. The las-4 mutant of Arabidopsis fails to initi-
ate axillary meristems during vegetative develop-
ment, whereas in the reproductive phase sides-
hoots are formed in the axils of cauline leaves
(Greb et al., 2003). It is possible to complement
the tomato mutant with a 6.3 kb genomic frag-
ment, harbouring the Arabidopsis LAS ORF, as well
as -2.9 kb of 5’-sequence and 2.1 kb of 3’-sequen-
ce (Greb et al., 2003). A mutation in the orthologes
gene from rice MONOCULM1 (MOC1) leads to a
suppression of tiller formation (Li et al., 2003). 
The aim of this work was to identify and charact-
erize upstream regulators that delimit the LAS
expression domain. To understand the control of
LAS expression, the LAS promoter was analyzed.
Complementation experiments with deletion con-
structs demonstrated that at least 820 bp upstre-
am of the ATG and 3547 bp downstream of the
ORF are necessary to restore the wildtype pheno-
type. The regions around -820 to -800 and -810 to
-790 were tested for interaction with transcrition-
factor proteins. The first sequences interacted
with a MYB transcriptionfactor (MYB22;
At4g34990) and the second with two members of
the TCP gene family (TCP6; At5g23280 and TCP22;
At5g08070). Another regulatory element between
-2910 and -1447 close to the translation initiation
point is necessary, but not sufficient for comple-
mentation. The region between +3133 and +3547
in the 3’-region can fulfill its function. A compar-
able regulation was demonstrated for the tomato
Lateral suppressor (Ls) gene, which requires a
5’-region of 1392 bp and a 3’-region of 2633 bp
for full complementation of the mutant phenoty-
pe. Transcomplementation experiments showed
that the Ls downstream region of tomato is also
functional in Arabidopsis. These observations lead
to the assumption that the same elements in both
3’-regions are present. In addition T-DNA insertion
lines were characterized to identify regulatory ele-
ments in the promoter region. In one of these
insertion lines a lateral suppressor phenotype was
found. Next to the insertion at -696 (SALK 50989)
a deletion of around 430 bp may be the reason
for the las-4-phenotype. Through in silico analysis
MADS-BOX protein binding sites were identified.
These so called CArG-Boxes are located in the
5’-region of the Arabidopsis LAS gene and in the
3’-region of the tomato Ls ORF. GUS expression
studies within the jointless; lateral suppressor dou-
ble mutant lead to the conclusion that JOINTLESS
is important to position the domain for the estab-
lishment of the abscissionzone. The signal in ls
mutants is less intense than in wt. An autoregula-
tory pathway could be an explanation for this
observation.
Another aim of this work was the isolation of LAS
homologous genes from barley. Two barley
mutants called uniculm1 and uniculm2 show a
strong phenotype in sideshoot initiation (Kirby,
1973). Mapping analysis and sequencing of the
candidate genes showed that the uniculm pheno-
types are not due to a mutation in one of the LAS
homologous genes HvLs1 and HvLs2. 
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1 CCCAATCCGC TCACGTCTTC ATGTAGTACT AGATATAAAT GAACAAGTTT 
51  TTGTTTTGGA AGATGTGCCT ACTAGAAGTG GTTTGCTTCC ACTTATCCAT 
101  CGAGATATCA TATCCTAGCC CTCCAATGGA AACCTTCCAC CTATGCATCG 
151  AGAGATCATA TCCCAGCCCT CGGACGGAAA CCTTGCAGCT ATGCAGACAT 
201  CGACAACTTT GAGATGGTGG CGCAATACCA CTTACATATG CTCACTCCAG 
251  ATCACCGGAT GCAGCTCCTA GAGCAGAGTC GGACCCGTCT CGCCATCCGG 
301  ATTGTAGCTC GAAGGTGAAT GTGGACGCGA TGTTGATGGA CATGGAGTCT 
351  CACGAGGAGT CAAAGCCACG AGAGGCATCC ATCCGCCAAG TGGCAGCTCC 
401  ATCCGGCACT GCCTGCATGG ATGTCGTCGA AATCTCCAAC AACTAGTAGG 
451  ATATGCTACG TTTATCTACG TAGTATGATG TAGTAGATAG CTTTTGTGTT 
501  TTGCATGACT TAAGATGGAT TTGAGAGATG AAGTTTGAGG TACGTGGATA 
551  AAACACACAC AAATCTCACT CTAAGCTTCT TATATTTGGA GCCTCCGGTG 
601  CGGTGGGAGT CTGAGTGGTT GTTGACAACT TGACATCCGT CCGTAAAGAC 
651  GTGTGTAGTT GGTTGACGAT TCCTGTTTCT TTTTTCTTTT TATTATTTCA 
701  AATTTGGGAT TCCTTCTATT TATTTTTATT TTGCACTTCT TTATTTAATG 
751  AACACATATT AGAAAATCTA ACATTTAAAG AAACTCTTAA TATGTTTTAA 
801  AATCCCCAAA TATTTGTAAA AAAATCATGA ATACTTTTTA AAGTTCGCAA 
851  TTGTTCTTAA ATTTTCCTAT CTTTCTTAAA TCCATGACTA TTTTGAAATT 
901  TCCAAACATT TTTTATTTGC AACATTATTA AAATTCAGTG TTTTTTTTTT 
951  CAAATCATTC AACATATCTT GACTCAACAA ACATTTTCAA AATAAAGATG 
1001  TAGCCGACTA TTTATATGTG GAGCGAGCAG CGAAAACATG TGAAGCGAGC 
1051  AAGTGGACCA TGGACCTGAG CTAAGTGGGC GGGAGCTTCA TTGACCGCCC 
1101  CTTGTGAACA TTATACTATT CCCTCCGTCA CGGTTTAGAA GACACGATTG 
1151  AAAAATCTCT AGGGCCAAGG TAGTCGTCGA TTGGTTGTGA GATGTAGCAG 
1201  GTGTAAATGC TAATGCGCCT AATCAATTGA GAAAATACTA GTACTAATGT 
1251  GTGAGCAGCA AATTGAGAGG GCGCATGCAT GAATAGTACT AGTACTAATT 
1301  AATAGAAGTA ATTGCTTTTG CGCCTTAAAC CTTGTCTATT TTAAAAATGC 
1351  ACGCAAGTTT ANCTGTGCCT TCTAAACCGT GACGAAGGGA GTAGTTACAA 
1401  TTCCACCATT TCAAAGTGGA ATAGGAGCTT TCAATGGGCT CACACAACGA 
1451  TCATCGACTG ACACTAGGAC CGAAATATGT AAAGACACCA CAACCACTCG 
1501  CCGAAAAACT TCACTCTGCC TCTGAGTACA AATATCGTCT CTTTCGGCAC 
1551  TGATATGATA TACTCCCTCC GTTTCAGTTT ATAAGTCCGA CACGTGTATC 
1601  TAGATCGTCA ATTTGACCAA CTTAATGAGA GGAATTTATT ATCAAAAATA 
1651  TATCATTAGA AATTTTAGAT GTTATATTTT CTAATGATAT AATTTTTAGG 
1701  TTAAACAATA TATTTTATAT AAATCAAATT GACAACCTAG ATACACGCGC 
1751  ATGCCTTATA GAGTGTGACG GAGGGAGTAC TAGCTCCGTC CAAGTGTATA 
1801  GGACATGCGC GTAGTTCTAG GTTGTCAATT TAACTAGCTA AATATATATT 
1851  ATATGCGATA AATATTACAT ATTCAGAAAC TACATTTTCG CATGAATCTA 
1901  ATGATATACT ATTTATTACA TATAATACAT ATTAACGACC TAAAACTATG 
1951  CGCATGTCCT ATACACGCGG ACGGAGGGAG TACAAACGAG AGAAGAATAA 
2001  ACATCAGAAC ATAACTAAAA CTCAAGCCAA CACAGATGAA ATCAAAATGA 
2051  AACAACCAAC ACAATAACAT GTCTCAAATA AAGATTCACC AGATTCTAAA 
2101  AAAATAGATT CATCATAAGA GAACACATGT CTCATATATA TATAGGATGA 
2151  ATCTTTAGTA AGCCGACTTC TAGAGATAAC AGGGAATCAC CTAAAAAACA 
2201  TTTGAGACAA CATACATATA TCCAATGATC ACCACTAAGC CACCACAAAA 
2251  TCCAATTCCC CCTAGCTAGC AATGGCCCCC TACTAGATGC AGGTGCCCAT
2301  TCATCTATCT ACTCGACCTA AAGCTACCAC TAATTTAGAA CTATTTCTAG 
2351  ATGCAGCAAC TAGTCATAGA AGCTAAAGCT CTGGCGTATG AACCTCGTCC 
2401  ATGAGCCCAC CATTCCTTGG AATGTTTCAG ATTCCCCGCG CTTTAGCCCA 
2451  CCCAAATCAT CCTCGCCACA GTCCAAGGGA TAAAAGACAA CGCCACCCTC 
2501  GCCACCACCT TTCCCCTTCC CTCCTCTACA TAGTTAGAGA GAGAGAGAGA 
2551  AGAGAGAGAG AGAGAGAGAA ATCGGTACTA CTGGTGCCGA GCAAAATACC
2601  TACTACTCTC CCTCCCTCAT CTGTGAGTTT GCACAGTGCA CCTAGTAGGC 
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2651  TATGGCTGAC ATTAGTAGTA GTAGTAGCGT AGCTGGTTGC TGGTGATGGT 
2701  GCTGCTGGGT TCTCACCTCT CACTCCACTC ACACAAACTA GCTAGCAGCA 
2751  GCATACTTGT GTATTTTTGG CAGATGATGT CCTGTCAAGG AAGCTGCGAG 
2801  CCCAGATGCT GCTGGACGTG CGCCCTCATC GTCCCTATTA AACCCCCCCA 
2851  GAGATGCGCG CCCTCATGCT CCGTCTCCGT CTTCTCCTCC ACCTCCGGCC 
2901  GCTCACGACG CTCCTAGTCC TTGTGCGCGG GGAGCGAAGA AGAAGACATG 
2951  ATCGGCTCAC TCCACTCTTC GTCGTCCTCG GACACCGACA ACAACAACAG 
3001  CAACGCCGAC CTGAGGAACA GCAGCGGCGA GGGCGAGGGT GACGCCGCCT 
3051  TTCTGGCCGC CGGCGAGCGC GCGCTCGCGG CAGCGCCATC CACGCGGGAT 
3101  CTCGTGCTGG CCTGCGCCGA CCTGCTGCAG CGCGGGGACC TCGCCGCCGC 
3151  GCGCCGTGCT GCCGAGATCC TCCTCTCCGC GGCGTCCCCG CGCGGCGATG 
3201  CCACCGACCG CCTCGCCTAC CACTTCGCGC GCGCGCTCGT GCTCCGCGTG 
3251  GACGCCAAGG CCGGGCTGCC GTTCTCCCCG CGGCCGCCTA CTGGGACGGC 
3301  GCCGGCACCG TCCGGGGCGT ACCTGGCGTT CAACCAGATC GCGCCGTTCC 
3351  TGCGGTTCGC CCACCTGACG GCCAACCAGG CCATCCTCGA AGCCGTGGAG 
3401  GGTTCGCGCC GCGTCCACAT CGTCGACCTC GACGCGGCGC ACGGCGTGCA 
3451  GTGGCCGCCA CTCCTCCAGG CGATCGCCGA ACGAGCCGAC CCTGCGCTGG 
3501  GCCCACCCGA GGTCCGCATC ACCGGTGCCG GCGCCGACCG CGACACGCTC 
3551  CTTCGTACAG GCAACCGGCT CCGCGCCTTC GCCCGCTCGA TCCAGCTCCC 
3601  ATTCCACTTC ACCCCGCTCC TCCTCTCCTG CGCCGCCAGC ACGCACCACG 
3651  TCGCCGGCAC GAGCACCACC CCGAGCACCG CTGTCACGAG CTTGGAGATA 
3701  CGTCCCGACG AGACGCTGGC CGTGAACTGC GTGCTGTTCT TGCACAAGCT 
3751  CGGCGGGCAG GACGAGCTCG CAGCGTTCCT GAAGTGGGTG AAAGCCATGG 
3801  CCCCCGCCGT GGTGACCGTC GCCGAGAGGG AGGCGAGTGG CGGAGGTATC 
3851  GACCCCATCG ACGAGCTCCC CCGCCGTGTC GGTGTGGCCA TGGATCACTA 
3901  CTCGGCGGTG TTCGAGGCGC TGGAGGCGAC AGTGCCGCCG GGGAGCCGGG 
3951  AGAGGCTGGC GGTGGAGCAA GAGGTTCTCG GCAGGGAGAT CGAGGCCGCG 
4001  GTGGGGAGCA CAGGCGGGAG GTGGTGGCGC GGGCTCGAGC GGTGGGCTAC 
4051  CGCCGCACGC GGCACTGGGT TCGCCGCGCG ACCGCTCAGC GCGTTTGCCG 
4101  TTTCGCAGGC GCGGCTACTG CTGCGGCTGC ACTACCCGTC GGAGGGATAC 
4151  CTGGTGCAGG AGTCCCGCGG CGCGTGCTTC CTCGGGTGGC AGACGCGGCC 
4201  GCTGCTGTCT GTGTCGGCGT GGCAGTAGGT ACCATTGGCG AGCGCGCCTT 
4251  CTACTCTGTG CATGCATGCA TACCGGCGAC TACGAAGAAT CGACGACGGT 
4301  GACCTAGGGT TTGCTTGCTC ACTGCCTTCT ATATAGAGCT TAATTATATA 
4351  TATGAACATG ATCTGCACTG GTGCAATTAA TAATATTGTC TGCTTAATTA 
4401  GTAAGATTTC ATGGTGATTT TGGTTGGAGG AGGAGCTAGT TGGATTGAGT 
4451  GTGCCAGGAG GAAGAAACCC TAACCCTAGC TAGCTATCAG CATCATGTTA 
4501  ATTTGTCATT GGCTGCCCAG TTCGTTTGTT AATTACTGTT GATTTAAGAC 
4551  CTGAAAGCAT AGCAATGCAT GGGGATCACA TTGGATTTAC AAGGTGTCAA 
4601  ACCTTGTGAG GCTGCTACAA CGTAAAACTA CCAATTCCAA CTTTTTTTCC 
4651  TCTTTATGGG TTGTTTATTT CTCTTTTAGT TCGTGTTCGA GTAAAGTTTT 
4701  GGGGATATTT TGTTTATATG ACTGTTGGAC CTAATGCACC AGTATATATT 
4751  TGTTTAATTT TGATTTGCGG ATTTGTTGCT ATTGCTTCTG TTCTCAACAC 
4801  ATTACCATGT TATTTAAGTG AGATGTGTGA TCTCGCAGAA TGGATCCACC 
4851  ATCTACTTTT TTGCGACCAC ACCAATAATT TTATTCTGTC AAAAGGAAAA 
4901  CTTTATTTAT TTGTATAGTT AATTTCTTCG GCGTGGAGAT CAGGAGGAGG 
4951  ATCTTGTAGC TCTATAGCTC ACTTGCACGG CCTCATTCTA TATATAATCT 
5001  TCCATTTGAC TTGGAACGTT GGTGTTGGAT GCCGTTGTTT GTATTTATAA 
5051  CTAATCATGC GTGCTTTGCC CAGCACTAAC CATAAACTAG TGCCCATTAG 
5101  TTTTCGTAGG TTGTTTATGT GGTAGTAATG ATCACTCCTG TGGTGTTTTG 
5151  CAACTTGCAG CAGGCTAACA AATTATATAT GTAGGCAGTT TTTTATGTAT 
5201  AAGTTGCTAA CAAACCTAGT GTTTACTAAT ATGCCGTAGC AAAAATAAGA 
5251  TGTTGTGTCT CCTCTCCTGC CCAGGGAGAA GGGGGCTTGT GTTCTTGTTT 
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5301  TCTGTGTCTC ATGCTCCATA TATGCTGGTA AGCTGTCTTT GGGAAGGCAT 
5351  GGCATGATCC CATGCATCAA TGCCACCCTA ATCCCTGCCC CCTGTCCCCT 
5401  CAAACAAAAT CATGGGATTT CTCAAAACCA GGCCACCACT TTTGGTGGCC 
5451  AACTTGCTCC CCTTAATCTC TCTGTCTCTC TCCCTCTCCC TCTCCTTGAC 
5501  CATCTCCCTC TCTACTAGTC TCTCTCTCAG AAAAGATCAT TCGCTTTTGG 
5551  AAGGACCCAT CTTCCTCTCT CTCCATTGCC TTGGGATCTT TGCATGCATG 
5601  GCTGCGTGCC TTCTTAATTG GTTCCTCAAA GAGACCCATG CCATGACCTA
5651  CATGATTCCT TGGCTAGCCG ACTGCCTCAC ATTTTTGAAT AAGTAGACTT 
5701  ATGCCTTATT ATATTGCATC AATTTTCATC TTTAGCACGA CTTTTTCAAA 
5751  AATGGCCAGC TCTCTGTATA CCCTGTACCG GATCTCTTTT AGCATGCCTC 
5801  CGGTGGAACG AAATCTAGTT TTTGCCCACA AAAGAACCGG ACTTTGATTG 
5851  CTTGTATGCG CAGCACATTC TTTTTGATAT CATTGTAAGC ACTAGCTCTC 
5901  GTGAGCATCA TATTTCATTC CTTTTTTACT ATATGAATAT ATAACACCTG 
5951  CTTCGT
Anhang 9_I  |
HvLs1-Sequenz aus Phagen-Subklon.
Insgesamt wurden 5956 nt sequenziert. 5’: 2947 nt; ORF: 1281 nt (427 aa); 3’: 1728 nt. Das ORF ist • hellgrau unterlegt. Der Bereich des SNPs
(siehe Kap. 5.1.2.4) ist • dunkelgrau unterlegt.
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1  AAGGAATGAT TAGGGTTATT GAAAAGTTTG ATCATGAAAT CACATTCGTG
51  GAAATCCTGA AAAAAAACAA AGTGGGTGTA ACAAATATAA TGCTTTCAAA
101  CACATTTTGA AGCTCTGATT TTTTTTCCTC ACGTTTTTTC TAACTTTAGT
151  GTTCATATCT AAAGCATTTG AACTCAAGCT TATTTTTGTT GTCTAACAAG
201  GTAACCTACT AGCCTATTAC TATTTGTACA AACCAACATG TAATTGAATG
251  GTTAGAGAAA CCGTGATATT CTTAATCCAT CAAGTTTCAA GTCCTATGCT
301  TGCATTATTT TTTAATTTTT CAGTAGTGTG TTAAAAAAAA CCATTACTAT
351  TTGTTTAATC CACAAATCAA AGAATTATAT CCAGTTATAT ACGTAACACA
401  TACTCCCTCC GTCCCAAAAT AACTGTCTCA ACTTTATACT AGAGCTAGTA
451  CAAGTTGTAC TAAGCTTAAG ACACTTATTT TGAGACGGAG GGAGTAACAT
501  ATAATATCTC AAAAGAGAAA GAAGAACATC TTGACCATTC CCCCACCAAA
551  GTCCACGGGA TAAAAGACAA CAAATGCAAA GTTGCACACC CTGCTACCTT
601  TTCTCTCCTC TCTCTCTCCT AGAGAGAGAA ACTCTCTCCC TCTCTCTCTC
651  TCCCTAGAGC ACTACCTATT GCATAGTCTA CTGGCGGAAG GGAACACCTG
701  TAGTCTGTGT GTGCCGTGCG TGTTGCAGAT GATCGATCAT GTCCCTCTGT
751  CACGGAAGCC GCTGGGGCAG CAGCAAGCTC AGAAGATGCC GCGGCCACCT
801  CCGCCTCCGC GCTGCTATTA AGCCGCCCGA GGCATGCGCT GCGCCCACCA
851  CCTGCTACTG CTGCTGACGC CATGCTCGAC CCGCCCGAGC CCGACGACGA
901  CGCTGCCCAA CCGCCGCGCG CACCGCTCGC CGCCGCCTCG CCGAGAGGGC
951  TCGTCCTCGC GTGCGCCGAC CTGCTGCACC GCGGGGACCT CGACGGGGCG
1001  CGGCGCGTCG CGGGCGCCGT GCTCTCCGGT GCCGACCCCC GGGGAGACGC
1051  GGCCGACCGC CTCGCGCACC ACTTCGCGCG CGCGCTCGCG CTACGGGCGG
1101  ACGAAGGACG GAGTAGCGAC GGCGCGCCAG AGGCTGTGGG CGTGGGCGTC
1151  GGTGTGGCGC CGGCGTCGTC CGCGGCGCAC CTGGCTTACA ACAAGATCGC
1201  GCCGTTCCTG CGCTTCGCGC ACCTGACGGC CAACCAGGCG ATCCTGGAGG
1251  CCGCCGCCGG CGCGCGGCGC GTGCACATCG TGGACCTCGA CGCCGCGCAC
1301  GGTGTGCAGT GGCCGCCGCT CCTTCAGGCC ATCTGCGACC GCGCTGACGC
1351  CGCCGTCGGC CCGCCCGAGG TCAGGATCAC CGGCGCCGGC CCCGATATTG
1401  GCGTGCTCCT TCGCACCGGC GACCGCCTCC GCGCCTTCGC CAGCTCCCTC
1451  AACCTCCCAT TCCGCTTCCA CCCGCTGCTC CTCCCCTGCA CGGCCCAGCT
1501  CGCGGCCGAC CCGGCCGCCT GCCTTGAGCT GCACCCGGAC GAGACTCTGG
1551  CAGTCAACTG CGTGCTATTC CTCCACAGGC TCTCCGGCGA CGGTGAGCTC
1601  GCCGCATTCT TGAGGTGGGT CCGTTCGATG AACCCCGCTG TGGTGACCAT
1651  CGCCGAGAGG GAAGGAAGCG CCAGCCGAGG AGACGACGAC GACGAGTTAC
1701  CGCGGCGGGT GGCCGCGGCG ATGGACTTTT ACTCGGCGGT GTTCGACGCT
1751  CTGGAGGCCA CGGTGCCTCC GGGCAGCGCG GAACGGCTGG CGGTGGAGCA
1801  GGAGATCCTC GGCACGGAGA TCGAGGAGGT GGTGGCTGGC CCCGGCGGCG
1851  GCGGTGGGCG GCCTCGCAGC TTCGAAGCGT GGACGGCCGC CGCGCGCGCC
1901  GCGGGGCTCT CGCCGTGGCC AGCTAGCACG TTCGCGGTGT CGCAAGCGCG
1951  GCTACTGCTG CGGCTACACT ACCCGTCGGA GGGGTATGCG GCGGAGGAGG
2001  CCCGCGGCGC GTGCTTCCTC GGCTGGCAGA CGAGGACGCT CATGTCGGTC
2051  TCTTCGTGGC ACTAGCAATG CAAGTGATCT ATCCATGCTG TTGGACCTCT
2101  CGCGTGCTCC ATGGATGGAT TCTTGCTAGC TAGCTACTGC ATCTCGCAAT
2151  GCCGCAAGAA AGTATATGGA ACCTGATCGA GAAGGTTGGT GGCCGGCAGC
2201  AAGGCGATCC GTGGTTGATC TTGCGGCTGC TCAAATGGTT TTGGTGAGGT
2251  TTCTCATGGA ATGAAGAATC GAGATGTGTA TGCACATGCA AGGACTAGGT
2301  GAGTTGTCAT TCTTGTTGGA GGGAGAAGAG AAGGGGAGAA CGACCAAGGC
2351  GAAGACGAAT GGAAGAAGAG GAGGTTGTGC ATGATCGATG GACGCGTTGC
2401  ATGGGAACTG GAGAAGGCGC CAATGGCCAT TGGGAGATCT CGGAGAGGAT
2451  CTTTTTGGCA CTCGACCTGG TAAACCTTCT ACCACCACTA ACTAATACTT
2501  TCAGTTTTTT CTTCTTTGCT TTACATCGTC ATCTATCTTT ATCTACTTCT
2551  ACTTTGTTGT TTGTTCAACT TCCCCCTCCA ATAAATATTT TGGTGGAGGT
2601  GAATTGCTAT ACGTTGCTAA TTACTACTTA AAATATGTTC TAGAGTGGAT
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2651  GGTGTTTCCG GATTTGTACC GTCTCCAGTG AGCAGATTTG ACCACTATTT
2701  TTGTGTGAAT ACTGAAGTAG ATCATTTTTT AAATATCGTG AAACTATTTT
2751  TCATTAAAAA TCTAATGACA CAATTTTACC TAAGTCTATA TTTTCTTTCT
2801  TATTAATTAA TTTGTGATTG AACATATGTA AATTTATACC TGCACTCCCT
2851  AGCTAGGACG CCATGTACTT TGAAATTTAA ATGGATGTAT TATTACGTTA
2901  TTGATGCATA TCTAGATTAA TTCGCACTTT TGTGAAGCTA CGAAGTAAAG
2951  AGATATGCAT GGCCTTGTCT TTACAAAAGA AATTAGGTCT AGCTACACAC
3001  AAAATTGATC TGTTCAACAT CAAGCAATGG AGAATCTTGT GGATTGAGTT
3051  CATTTTTAAA ATTTATCCCT GCATTTCACT TGCTCCCCTT GGTGTTTTTT
3101  TCGTTATAAC TAATCATGCT TTGCCCGCCA CTAACCATAA ACTAATCATG
3151  CTTGGGTAGC CTTCCCTTTG TAGTGTACTT ATTAGAGGTA ATGATCGGAC
3201  TCTTGTGTCG TGTGAAAGGC CGGTACATTA GTAACCCATT AATTAATTAT
3251  AGTATTATAC ATGAAGGTAC CACTATGTAT ACCTGGCTAG TATTTCTCTA
3301  ATATGCGCAC TGCTGCGCTA AAGCTAAAGA ATGAAATAAA ATATCAAATG
3351  AGTTTTTCTG ATACAAAACC GCAGTAGAGG ATGCCATTCT GTTCAACGAA
3401  AACCTAAAGG TGCGGTTTAC TGAAAGAAAA TATCAAGTGT GTTTTTTCTG
3451  ATATAAACCA CAGTAGTGGT TGCCATTCTG TTCTGTGGTT TATTGAATAC
3501  TGATAGTTTA CAGTTACATG CATAATTTTG TGGAATTTTC TTGAAAAAGG
3551  AAGAAAATGC AGTACGGATC TCCTACCTTC TGCCCAGGGA GAAGGGGTTT
3601  GTAGACCTAT AGTTCAAGAG ATATGCTGGT AAGCTGTCCC ACAGAAAGCA
3651  TATGGAAAAA TGGCATCATG CATGATCCCC ATGCATCAAC GCATGCCATT
3701  CCCAGTTCCT GGACCCCTGT CCCCTCAAAA CAAAATCATG GGAATTCACA
3751  ACACCGGCAC CCCTTTTAGA TGGCAAAAAC AGATCCTTAA ACCTCTGTTG
3801  TTGAGTGCCT CCTGGATATG TGAACACTGA TCATTTTCCT TTGGGACATA
3851  TGGACCCATA TGTCTAACCC CCCTCCCCCC TCACTCTCTA TCCTGATTGC
3901  ATTGGGATCT TAACATGCAT GCCTTCTTAA TTTGGTTCCT TGAAGAGTCA
3951  TGCCATGCAC TCATGCTGTT CATCCCTTGC TCCATTGGCC AATTGTATCG
4001  TTTCTCTAGC ATCACGGCCA GTTGAATGAA AAGGAAGGGC CAAAAAGGTG
4051  TAGTTCTCCC TAAACTATAA CTTAGTTAAA CTAAAGATCT TTCTTTTCTG
4101  AATAGAAAGA GAATTATAGT TTAATAGATA ATGCTAATTA ATTAGATGTA
4151  TAGAGCATAT GATGGTAAAT CAAAAATACA TACTAAAGTA TTGTAGTTGT
4201  GGTTGATTAA ATTTCACTAT GTTATACTTA TCCTTGTTAC ACCCGCAAAA
4251  AAAATACTTA TCCTTATTAA CCATGATTTT TTCCATATCT TTGACGCTCC
4301  TCTAATGTTT GTGAGTAATC CTTACTAGCA AATCTAATGT TTGGACATCC
4351  TTTTTGGCAT GTGGTTATAT CAGCAATTGT AGAATATTTT CTAACCTGGA
4401  GTAATCCTTA CTAGCAAAAT CTAAAGTTTG GTAATATATT CAGTTTATAT
4451  TTTTATACTT CCAAAAATCT AGGTTTTCAG TTTCAGTCAT CACTTTAGTA
4501  TTTGAATTCG TAGCATGAGT CATGATGATA AGTCATCGCC ATCCCTTTAG
4551  AGACGAGTTA TCGGTATCAT ATATCTCAAT CACGAGTCAA ATTTTATATT
4601  GACACCCAAA ATATAAAGGG GAGAACAGAA TCAGTGTTGA TTGCAGTCTT
4651  TCGTCGGGAT CACTTTTAGT ACATCAGCAG CCTAGCTTTT TAACCTAACC
4701  ATAACTGATT ACTACCTGAA TGACATTTTG TTCCTTCATA TTTGTTGTTT
4751  TTGTCAAAAT ATGTCAGTCT AATGCATGCA TTATCTAATG CTTCATCCCA
4801  GTCCACTACT GACATCATTT CAGCCTGTGC ATTCATCTTG TTGCATCAGC
4851  AAACATCACC TTTATTTCTA TCTTCTTCTG TTTGTACATA TATTCCACTC
4901  ATTCAGTGAC TATTTTTTTT AGGTATGTGA CATAGAAATG GTATTAGTGG
4951  ACACTTTTCA AAACAATCAC GTTGTTCGGA TTTAACAGAC ATTTCATAAA
5001  TCTGTCTGGC TACCCTTTCA CTGTTCAGAT TGATTGATTT TCTCCTAAAT
5051  AATTTGTTTG AATCATTGAA TTTTCACTGG AATCTCATGG AAACTAATCG
5101  TTTTCTACTG AAATTATAGC ATCCCAAATG GATCATTGTT TGTTTATTCA
5151  TATTATTTGT TTATGTCTAG TACATATATA CACCCCCTCT ACAACGTACA
5201  TTTTCGGCCG TTATATATCA GTTTAATCTG TTAAATTGAA CTATATAATT
5251  ATGATGTTAA GAAAATTATT TCTTCATGAG ACATATAATT TATCACTTGG
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5301  CCAGTATCCA AACAGTTAAT TACATATTGA TAGGTGCCAA TGTTAAAGAA
5351  GTTCTCGGTT AAGTTTGAAG GTATACATTC TAAATGATGA ATTGCTTCAA
5401  ATTAATTTTG CAGGCAGAAG TACAGAATTG TGTTGAGCTC CCGAGCCATT
5451  CTTACGGGCA AGAGAAGAGA ACCATGCATG CATGATCAGT TCATGGCTGG
5501  TTAAGATGGA TGCCCAAAGT TAACAAAGCC CCATCGAACG TTTGTGCATA
5551  CGCTGGCCAA GCCAGGCACT GATGTTGTCA ACAACCTATC GTAATTAAGA
5601  GGAGCAAATT CTTAATTTGG TTCTTATTGG TATTATGGGG TTTTTTTTGG
5651  AAAAGAAGGA AAAAGCCCCG ACCTCTCCAC CAATCGATGC ATGCAGTCAA
5701  ATTATTAAAT AAGTTTAAGA ACAAAGCCTA AAACCCACAA TGTGCTCACG
5751  AGCTGAGCTT AAAGACAAGT GCAAAAGTAG ATGAAAACTG CCATCGTCCG
5801  GCGAAACCAA AAGTAAGCTA TGCTGCCTTT ACGCCTAGCC TATTATTAGC
5851  TCGTCATCTA AATCGGTTAA AGATAGCCCG TGTGATCGTC TCCCACCGGT
5901  TGCACCCAAT AGCCATATGC TCCCAGAAGC TCGCATGAGT GAGTAACGAC
5951  CACGTACGGA TCCAGGTCGT GGCTCTGTAG ATAACATGCA AAAAATTATT
6001  AAAGTTCTTA CAATTAAAAA TCATATCATT TCTAGTATTC CATATAGCTC
6051  AAAATAACGC ACTTATACCA ATCCAGATAA GATTCGCTAT AGTTACGTCT
6101  ACTACATTGA GCCACGTCCC AAATAGCTTA TTAATGCTCG TTGGTGGGTT
6151  AATATTAAAT GCTATATGAA AAGTGTGTCA TAATAATTTT GTAAGTGGAC
6201  ACGTCCCAAA TAGCATATTA ATGCTCGTTG GTGGATTAAT ATTAAATGCT
6251  ATATGAACAG TGTGTCATAA TAATTTTGCA AGTGGACAAT CGAGAAAGTG
6301  GTGTCTTATT GTTTCATTTT GATCACAATA GCAGCATGTT GGCCTGCCTA
6351  TCCATCTTCG CTCTATCAAG TTATCTTTGT TAATACAGCT CCCTTATGTA
6401  CAAACCACAT GAAATTTTTA ATTGGAAGTG GCACTTTAAT TTTCCAAATA
6451  TGTAATGATC TCGAGGGAGA CCGAGAGTTA ATCATATCCA TGTACATCGA
6501  TTTCACTGAA AAAATACCAT TCGTAACTAA TTTTCAGTGA ATAATATCTG
6551  ACTGGTCAAA GAATTGAACG TCCATCAATC GTGTGACCAA GTGTAACCAA
6601  TCATTCCAGT GTTCTCCCAT TAGAGATCGC CTGAGTTGTA TGTTAAGAGG
6651  TACCGACTGT AATACTGTGG CAACATAATC TTCCTTGCGT TGTGCAATAT
6701  TATATAGGAT TGGATATTGT AAAGCTAGAG GCGTATCCCC CAACCATGTA
6751  TCCTCCCTGT CAGTGTCAAA ACCGACAGAT CTCGGGTATG GGGTCCCGAA
6801  CTATGAAGCT TAGATCCATG GGTTGCAGGA GAGAGGGGGA GACGATATTT
6851  ACCCAGGTTC GAACCCTCTC GAGGAGGTAA AACTCTACGT CCTGCTTGAT
6901  TATATTGATG GGGAACAATG GTTACAGAGT TGATCTACCT CAAGATAATA
6951  CGAGCTAAAC CCTAGATGAG ATAACCTGCC TCTACGCATA AGAGCCCCTG
7001  GTTTATATAG ACACCAGGGG CCCTAGGGTT ACATGTTACC GACATAGATT
7051  AGAGGTAGGT GGGTGCTACC TCGTGAGCTT GCGTTGGTTT TTCCCTTAAA
7101  GAGGAAAGGG TGATGCAGCA CAGTAGCGAT AAGTATTTCC CTTAGTTTGA
7151  GAACCAAGGT ATCAATCCAG TAGGAGTATC AAGATGAGGC ACCAATGTAC
7201  CTGCGCAAAA ACAAACAAAC TTGCACCCAA CGCTATAAAC GGGTTGTCAA
7251  TCCCTTCACG ATTATTTGCA AGGTGAGATC TGAAGGTGAA ACGTacaaag
7301  TAAATTTGTA GATCTGAACA TATGATGTGA AGTAGACCCG GGGGCCATAG
7351  TGTTACTAGA GGATTCTCTC ATGATAGCAA GTATTATGGT GGGTGAACGA
7401  ATTACTGTCG AGCAATTTAT AGAATCGCGC AAAGTCATGA TGATATCTAA
7451 GGCAATGATC ATACATATAG GCATCACGTC CGAGACAAGT AGATCGACAC
7501 TTTCTGCATC TACTACTACT ATTACTCCAC ACATCGACCG CTATCCAGCA
7551  TGCATCTAGT GTATTGAGTT CATAACAACA CAGCAACGCC TTAAGCAAGA
7601 TGACATGATG TAGAGGGATA GATTCATGCA ATATGATATA AACCCATCTT
7651  TTTACCCTTG ATGGCAACAA CACGATGCGT GCCTCGCTAC CCCTTTTGTC
7701  ACTAGGTGAG GACACCGCAC GGTATGAACC CAAAACCAAG CACTTCACCC
7751 ATTACAAGAA TTATAGATCA AGTTGGCCAA ACGAAACCCA TAACTCGAAG
7801  ATAATTACAA CGATACGAAA TCATGCATAT AAGAGATCAG AGGAGACTCA
7851  AATAATATTC AAAGATAATA TGATCATAAA TCCACAATTC ATCGAATCTC
7901  GACAAACACA CCGCAAAAGA AGATTACATC GGATAGATCT CCATGAAGAT
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7951  CATGGAGAAC TTTGTATTGA AGATCCAAGA GAGAGAAGAA GCCATCTAGC
8001  TACTAGCTAT GGACTCGCAG GTCTATGGTG AACTACTCAC GCATCATTGG
8051  AGAGGCAATG GTGTTGATGA AGAAGCCCTC GTGTTCGAAT CCCCCTCCGG
8101  CAGGGCACCA AAACGGTCGC CAGATGGGAT CTTGCGGAGA CAGAAGCTTG
8151  CGGCAGCGGA AAAGTATTTT CGTGGCTCTC TCTGGTGGTT TTGGATTTTT
8201  AGAGAATTTA TAGGCGAAAG AGGTAGGGCA AAGGAGCCAC GTGGGGCCCA
8251  CAAGCCTGCC AGGCGCCCCC CCCCCAGGCC GTGGCTAGGG GGCTTGTGAT
8301  CTCCCCTGAG GTCTCCTGCC TTGGTTCTCA AGTCCCCTAC GTATCTTCTG
8351  TTATGGAAAA AATCATCCCG CATGTTTTAT TCCGTTTGGA CTCCGTTTAA
8401  TATTCTCCTC TGAAAAGGTA AAAAGCACGG AAAAAACAGA AACTGAGACT
8451  TCGCACTGAG TTAATAGGTT AGTCCCAAAA AAGATATAAA ATAGCATATT
8501  CATGCATACA AAACATCCAA AGTTGACAAA ATAATAGCAT GGAACCATAA
8551  AAAATTATAG ATACGTTGGA GACGTATCAA GCATCCCCAA GCTTGCATGC
8601  CTGCAGGTCG ACTCTAGAGG ATCCCCGGGT ACCGAGCTTC GAATTTC
Anhang 9_II  |
Identifizierte HvLs2-Sequenz von BAC-Klon 119G10. 
Insgesamt wurden 8647 nt sequenziert. 5’: 871nt ; ORF: 1191 nt (397 aa); 3’: 6585 nt. Das ORF ist hellgrau unterlegt. 
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SALK 071476
-1821  TGTGTTATCC AGGCTAAAAG GCACATCCAT CTCCTTTGTC CTTATTGACG 
-1771  ACTACTCTTC TACCGGCTCC TAATTATAAT TCATTTAATG TAGACTCTCT 
-1721  TTTCTTTTTA TTACTTATAT ATGTGTAGTC TTTTTATTAA GTTGATTTGA 
-1671  TTTGAATCCA ACTTCAGACG ATTTCTCATC TCTTTTAAAA TAATCTCTCT 
-1621  GCCAATTCAA TCCACACAAA CAAATTAAGA ATGGATCTTG TGTTATAAAT
-1571  CGAGTTTTAA AATGATACTA TTTTGCCGGT TGTAAACGAC AAAAAAAGAA
CArG-Box -1510
-1521  AATTATAAAT CCTTTATAGC AAGGGCACTG CAAATTTCAC TAAATATCTA 
pAE42
-1471  GCTTTCGATC GCACTAGCGT TAAA*CAAAAA TTGTTTTGGT ATTTGGATTC 
-1421  GAATTTGAGT ATAGCTATAA ACAAAATTTA TCAATGGATA ATTCAGGGAC 
-1371  ACTTTTACTA CTTATTGAAC AACTCACCAA ACGGTTACAT TAACCAAAAA 
-1321  CAAAGATCCA CCAAACGGTT TAAGTCTTGA AATTTGAAAG CATCTTTCTC 
-1271  GTTGATGGAA GTATGTATGA AAGATTTTAT ATTAAAAAGG TATGTAAATG 
-1221  CATTTATCAT GCGATAAGAT GCTTCGTATT TATAGTCCAA GAAGAGACGA 
CArG-Box -1162 SALK 043951
-1171  GAAACTGAGC AATAAAGGCT CCAATCCAAT TATAGATGCT CTCTAATTGT
SALK 004471
-1121  AGGCACTCCC ATACATACAT ACATATAGTG ATAGAGAGAA TCCTTTCACT 
-1071  TGAAGGGTCA AGGAGAGATC TTTTTGCAGC ATTACCATTT TGGTAAATTC 
-1021  AATAAGTGAA AAAGTGTAAT AATTAGCAAT TTGGGGCTTA GCTTTTCGAT 
-971 TTTGCAAGCA AAGCTACTTC TCTTTTCTTT TTGTACATCC CGAGATTTTG 
-921 ATCAGATTCC TTCATCTATT ATACTACTTG TCTATTTTTT TTACTTAGTA 
CArG-Box -836
-871 AGCAAAATCT CATTCTTTAA GTTTCTCTTT AATCTCGTAA ATTGGCATCC 
pAE43 pAE70/EcoRI CArG-Box -795
-821 T*CGGCATCAG AATCTCAACG AGAATTCCCA TTTTACGCAT CTAATATTGG 
CArG-Box -762
-771 AACCTATAAG CATAATTCCT GCAAATGCCA TAATCAATTA GCAAAGTGGG 
SALK 040683
-721 CCATCT*CCAC GATCCACCGC ACAAATATAT TTATATATAA TATCCTGTCG 
-671 ACGAAGACGT GTGAATGCAGA AATATAGAT TATACGACTG ATGTAGAACT 
-621 GTTTTAATGT ATATTTTTGT AGTGAATTTT TATTTAATTA GTATCATTTG 
-571 CACGTCGATG GGTAAATGAA AGATTCCTTG GCTGCTAAGA TATCAATTCA 
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SALK 070780                           CArG-Box -499
-521 CGAGGATTTA CCGACTTTAA ACCAAAATAG CATTAGTTTT TAGAGTGTAA 
-471 CGTTACAACA TAAATACATA ATAATGATAA ATTATTAAAC TACATAATTA 
-421 AGCCTTAATT TGTTAGAATA TAATGTAATG ATTCACTTTT CTAAAATCAT 
-371 TTCAAATATT TAGAAAAATT AGATAGATTA TGAAAAAAAA AGAATTTGAC 
-321 AGTAAAAGTT ATTAAGCTAC GTGGGATTAT AGTAAACTTT TCTTTTAAAA 
-271 ATAATTAACC CTAAACCAGC TTGAGGATTC TCATGGACCC TTCAATTGCT 
-221 TGGTCGGTCC AACTTCATCT CTATCCATAA AACTATGTTA TATATATATG 
-171 TGTGTACACA TGCTATAGCT AGTGTGGATT ATCTATAATA TTATAATAAT 
CArG-Box -116
-121 ACAAGCAATA TACCTTCAGG TAAAGGAAAA TAATATTTAT TATTGCCATT 
-71 GAAAAAGACT CATTTGATCG AGAGAGAAAA AGAATCATTT GAACCAAAAG 
-21 CATCTTTTTC TATCGTTTCA Aatgcttact tccttcaaat cctctagctc
Anhang 9_III |
Sequenz vor dem LATERAL SUPPRESSOR-Gen in Arabidopsis. 
Die durch die T-DNA-Insertion bedingten Deletionen in den verschiedenen Linien sind • grau unterlegt. Die entsprechende Linie ist darüber
angegeben. Die CArG-Boxen sind • gelb unterlegt. Die für den Ein-Hybrid-Screen eingesetzten Sequenzbereiche sind unterstrichen.
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Abb. Abbildung
AG AGAMOUS
AS1 ASYMMETRIC LEAVES 1
AP1 APETALA1
AP2 APETALA2
AP3 APETALA3
AXR1 AUXIN RESISTANT1
BAC Bacterial Artificial Chromosome
bp Basenpaar
Bl Blind
BUS BUSHY
CAF CARPEL FACTORY
CLV CLAVATA
Col-0 Columbia
DH doppelt haploid
DNA Desoxyribonukleinsäure
E. coli Eschericha coli
GA Gibberellinsäure
GAI GIBERRELIC ACID INSENSITIVE
GUS beta-Glucuronidase
HAM HAIRY MERISTEM
IFL INTERFASCICULAR FIBRELESS
J JOINTLESS
Kap. Kapitel
kb Kilobasen
KNAT KNOX-Gene aus 
Arabidopsis thaliana
KNOX Knotted1-ähnliche 
Homeobox-Gene
LAS LATERAL SUPPRESSOR aus 
Arabidopsis
LHR leucin hepta repeats
L. esculentum Lycopersicon esculentum
LFY LEAFY
Ls Lateral suppressor aus Tomate
Mb Megabasen
MOC1 MONOCULM1
mRNA messangerRNA
nt Nukleotid(e)
ORF open reading frame 
(offene Leseraster)
Die verwendeten Maßeinheiten richten sich nach dem System für internationale Maßeinheiten und
die chemischen Elemente werden mit den gängigen Abkürzungen bezeichnet.
PCR Polymerase Chain Reaction
RAM root apical meristem
REV REVOLUTA
RGA REPRESSOR OF GA1-3
RNA Ribonucleinsäure
RT Raumtemperatur
SAM Sprossapikalmeristem
SCR SCARECROW
SHR SHORTROOT
SPS SUPERSHOOT
STM SHOOT MERISTEMLESS
SSLP simple-sequence-length-poly-
morphisms
SVP SHORT VEGETATIVE PHASE
Tab. Tabelle
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